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f»s| (57) Abstract: The invention relates to nucleic acids, which code for polypeptides from insects having the biological activity of 
acetyl-CoA carboxylases, to polypeptides coded thereby, and to their use for identifying novel compounds that have an insecticidal 

^ effect. The invention also relates to methods for discovering modulators of these polypeptides, and to the use of these compounds 
as inhibitors of the ACCase from insects. 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Nukleinsauren, die fiir Polypeptide aus Insekten mit der biologischen Aktivitat 
Q von Acetyl-CoA Carboxylasen kodieren, die davon kodierten Polypeptide und deren Verwendung zum Identifizieren von neuen, 
^ insektizid wirksamen Verbindungen. Die Erfindung betrifiFt weiterhin Verfahren zum Auffinden von Modulatoren dieser Polypeptide 
1^ sowie die Verwendung dieser Verbindungen als Inhibitoren der ACCase aus Insekten. 
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Verwendung von Acetvl-CoA Carboxylase zmn Identifizieren von insektiTid 
wirksamen Verbindungen 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Polypeptiden nnd Enzympraparationen 
5 mit der biologischen Aktivitat einer Acetyl-CoA Carboxylase zum Identifizieren von 
neuen, insektizid wirksamen Verbindungen, sowie Verfahren zum AufiSnden von 
Modulatoren dieser Polypeptide. 

Die. Acetyl-Co A .Carboxylase (EC .6.4. 1 .2), im Folgenden als ACCase bezeichnet, 

10 katalysiert die Biotin-abhangige Carboxylierung von Acetyl-CoA und stellt den 
Schrittmacher der de novo Fettsaurebiosynthese dar. Die ACCase besitzt drei 
Domanen: Biotin-Carboxyl-Carrier (BCC), Biotin-Carboxylase (BCase) und 
Carboxyltransferase (CTase). Die durch die ACCase katalysierte Reaktion kaxm in 
zwei Schritte unterteilt werden. In einem ersten Schritt wird unter ATP-Spaltung 

15 durch die BCase-Aktivitat eine C02-Gruppe aus Bicarbonat auf ein kovalent an den 
BCC gebundenes Biotin iibertragen. Im nachsten Schritt wird die so aktivierte 
Carboxylgruppe durch die CTase auf Acetyl-CoA iibertragen und damit Malonyl- 
CoA gebildet (Knowles JR, 1989). Es gibt zwei physiologisch verschiedene ACCase 
Fonnen. Bei der heteromeren Form, die in Bakterien und den Chioroplasten von 

20 Pflanzen vorkommt, werden die drei Domanen durch drei separate, dissoziierbare 
Proteiije gebildet. Die homomere ACCase besteht aus einer Pol3rpeptidkette, welche 
aUe drei Domanen enthalt und im Cytosol von Pflanzen, Tieren und Pilzen zu finden 
ist (Ke J et al., 2000). Bei Pflanzen und Vertebraten wird die ACCase durch 
zahhreiche Mechanismen, z.B. allosterisch durch Citrat, Palmitoyl-CoA, durch 

25 PhosphoryUerung / DephosphoryUerung, durch Proteinkinasen sowie auf der Ebene 
der Genexpression reguliert (Munday MR & Hemingway CJ 1999; Ke J et al. 2000). 
Uber die Regulation des Enzyms aus Lisekten liegen keine Informationen vor. 

Zahkeiche Gene von ACCasen aus Pflanzen, Pilzen tmd VCTtebraten wurden bereits 
30 kloniert (z.B. Abu-Elheiga L et al. 1994; Bailey A et al, 1995; Goffeau A et al. 1996; 

* 

ACCase aus Arabidopsis thaliana Genbank AAF 1863 8546) oder zum Patent 
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angemeldet (z.B. Haselkom R & Gomicki P 1999; Somers DA 1999; Jenkins AR et 
al. 1992). Eine annotierte, also der ACCase zugeordnete Sequenz aus Insekten liegt 
jedoch noch nicht vor. 

5 Aus einer groBen Zahl biochemischen Arbeiten an Pflanzen und Pilzen sind 
Inhibitoren der ACCase aus Pflanzen und Pilzen als Herbizide bzw. Fungizide 
bekannt (Vahlensieck HF et al. 1994; Gronwald JW 1994). Ein weiteres Dokument 
beschreibt die als ACCase-Hemmer bekannten Fungizide Soraphen A und B zur 
Bekampftmg von Milben, die nicht zur Ordnung der Insekten gehoren (Sutter M. et 
10 al., 1991)."' 

Die Wirkung von Hemmem der humanen ACCase auf Insekten wurde in einer 
Verofifentlichung untersucht (Popham, HJR et al. (1996): Effect of a hypolipidemic 
agent on the growth and development of the southwestern com borer, Diatraea 
15 grandiosella. Comp. Biochem. Physiol., C: Pharmacol., Toxicol. Endocrinol. (1996), 
115 (3), 247-249), allerdings werden hier in erst^ Linie physiologische Fragen 
beleuchtet. 

Aufgabe der vorUegenden Erfindung war es deshalb, die ACCase aus Insekten 
20 verfugbar zu machen, deren Eignung als Wirkort fiSr Insektizide zu pnifen, und 
Verfahren zur Verfugung zu stellen, um insektizide Wirkstoffe zu identifiaeren. 

In der vorliegenden Erfindung wurden nun aus verschiedenen Larvenstadien oder 
Adulten der Pfirsichblattlaus Myzus persicae durch Homogeniserung in geeigneten 
25 Puffem Rohextrakte gewonnen. Diese Rohextrakte wurden vorgereinigt imd die 
ACCase Aktivitat in einem radioaktiven Enzymtest bestimmt. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnte nun ei^tmalig gezeigt werden, dass 
Verbindungen existieren, die im Enzymtest die Aktivitat der ACCase aus Insekten 
30 z. B. aus Myzus persicae, hemmen. Der Befimd, dass bestimmte Verbindungen die 
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ACCase heminen, zeigt, dass die ACCase der Interaktionspartner (das Target) dieser 
Wirkstoffe ist und ein Zielprotein insektizid wirksamer Verbindungen darstellt. 

■ 

In der vorliegenden Erfindung wird weitCT gezeigt, dass insbesondere cyclische 1,3- 
5 Dicarbonylverbindungen sowie deren Enole der Fonnel (T) 




00, 



worm 



10 Ar fiir substituiertes Aryl oder Hetaryl mit mindestens einem ortho-Substituenten 

steht, 

R fur H Oder fur Acylreste steht, bevorzugt flir die Reste COR^ und C02R^ 



worm 



R^ fiir gegebenenfalls substituiertes Alkyl, Phenyl oder Hetaryl steht, und 



20 



mit den verkniipften C-Atomen einen gegebenenfalls substituierten 5- oder 6- 
gliedrigen Carbo- oder Heterocyclus bildet, wobei als Heteroatome beispiels- 
weise N, O und/oder S in Frage kommra. 



25 



Inhibitoren der ACCase darstellen. Solche cyclische 1,3-Dicarbonylverbindimgen 
sind aus den folgenden Dokumenten bekaxmt, die explizit Teil dieser Anmeldung 
sein soUen: 



EP-A-355 599, EP-A-377 893, EP-A-415 211, EP.A-442 077, EP-A-442 073, EP-A- 
497 127, EP-A-501 129, EP-A-615 950, EP-A.521 334, EP-A-596 298, EP-A-613 
884, EP-A-613 885, EP-A-706 527, EP-A-643 159, EP-A-741700, EP-A-668 267, 
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EP-A-754 175, EP-A-792 272, EP-A-809 629, EP-A-825 982, EP-A-835 243, EP-A- 
837 847, EP-A-891 330, EP-A-912 547, EP-A-915 846, EP-A-918 775, EP-A-944 
633, EP-A-1 017 674, EP-A-1 028 963, EP-A-1 056 717, WO-A-99/48869, WO-A- 
99/55673, EP-A-528 156, EP-A-647 637, EP-A-792 272, EP-A-799 228, EP-A-944 
5 633, EP-A-1 017 674, EP-A-588 137, EP-A-799 228. EP-A-751 942, EP-A-588 137, 
EP-A-879 232, EP-A-865 438, WO-A-00/15632, WO-A-00/21946, WO-A- 
00/24729, EP-A-675 882, EP-A-769 GDI, EP-A-987 246, EP-A-773 920, EP-A-854 
852, EP-A-966 420, EP-A-508 126. 

10 Damit wird in der vorliegenden Anmeldung gezeigt, dass die genannten cyclischen 
1,3-Dicarbonylverbindungen als Inhibitoren der ACCase in Insekten verwendet 
werden koimen. Die Verwendung der Verbindungen der Formel (I) als Inhibitoreii 
der ACCase in Insekten ist auch Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

15 In der vorliegenden Erfindung wird weiter gezeigt, dass die Hemmung der ACCase 
zum Absterben von behandelten Insekten fuhrt. Bislang war nicht bekannt, dass die 
ACCase in Insekten ein Zielprotein insektizid wirksamer Substanzen ist. Damit wird 
hier auch zum ersten Mai gezeigt, dass die ACCase ein fur Insekten lebenswichtiges 
Enzym darstellt und deshalb in besonderem MaBe dazu geeignet ist, als Zielprotein 

20 fiir die Suche nach weiteren und moglicherweise verbesserten insektiziden 
Wirkstoffen verwendet zu werden. 

In der vorliegenden Erfindung wird weiterhin zum ersten Mai die ACCase aus 
Drosophila melanogaster aiihand ihrer Nukleinsauresequenz beschrieben und damit 
25 zuganglich gemacht. Die Nukleinsauresequenz der Accession Number AAF59156 ist 
bereits seit geraumer Zeit zuganglich. Die Bedeutung der Sequenz bzw. das davon 
kodierte Polypeptid und dessen biologische Funktion waren jedoch bislang unbe- 
kannt, ebenso wie kodierende Region dieses Sequenzabschnitts. 

30 Bedeutung, Funktion und die kodierende Region sowie das von dieser Nukleinsaure 
kodierte Polypeptid werden nun im Rahmen der vorliegenden Erfindvmg erstmals 
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zugSnglich gemacht So wird die fur die ACCase aus Drosophila melanogaster 
kodierende cDNA gemSB SEQ ID NO:l und das davon kodierte Polypeptid gemSB 
SEQ ID NO: 2 in der vorliegenden AnmelduBg angegeben sowie deren Verwendung 
zum Identifizieren von insektizid und gegebenenfalls auch akarizid wirksamen 
5 Substanzen beschrieben. Die Nukleinsauresequenz graialJ SEQ ID NO:l und das 
davon kodierte Polypeptid gemaB SEQ ID NO:2 sind ebenfalls Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung. 

Da_die_ ACCasen, im . Besonderen auch die hier _vorliegende ACCase aus^Myzus 
10 persicae sowie Drosophila melanogaster und anderen Insekten betrachtliche 
Homolgien zueinander aufweisen, konnen auch homologe Polypeptide, die von 
entsprechenden homologen NukleiQsauren kodiert werden, sowie weitere Mitglieder 
der Genfamilie als molekulare Interaktionspartner (Targets) insektizider Wirkstofife, 
insbesondere der Verbindungen der Fonnel-^(I), verwendet werden. Besonders 
15 bevorzugt handelt es sich bei den homologen Polypeptiden um solche, die zur 
ACCase aus Myzus persicae oder Drosophila melanogaster eine Identitat von 60%, 
bevorzugt 80%, besonders bevorzugt 90% und besonders bevorzugt 95% iiber eine 
Lange von wenigstens 20, vorzugsweise wenigstens 25, besonders bevorzugt 
wenigstens 30 fortlaufenden Aminosauren und ganz besonders bevorzugt iiber die 
20 Gesamtlange aufweism. 

. »• 

Insektizide und/oder akarizide Wirkstoffe, die gegebenenfalls nut Hilfe der 
erfindungsgemaBen ACCasen gefimden werden konnen, konnen denmach auch mit 
ACCasen aus zahlreichen anderen Akarina- oder Insektenspezies interagieren, wobei 
25 die Interaktion mit den unterschiedlichen in den Insekten oder Akarina vorkom- 
menden ACCasen nicht immer gleich stark sein muss. Dies erkl9rt unter anderem die 
beobachtete Selektivitat der an diesem Enzym wirksamen Substanzen. Besonders 
bevorzugte ACCasen bzw. Herkunftsorganismen sind beispielhaft und nicht 
abschlieJJend in der nachfolgenden Tabelle 1 aufgefiflirt: 
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Bevorzugte Herkunftsorganismen der 
erfindungsgemSfien ACCasen 


1 


Di'osophila melanogaster 


2 


Heliothis virescens 


3 


Mycus persicae 



Tabelle 1 



In der vorliegenden Anmeldung wird zum ersten Mai am Beispiel der ACCase aus 
5 der Pfirsichblattlaus Myzus persicae gezeigt, dass ACCasen Zielproteine (Targets) 
fiir insektizide Wirkstoffe sind und zur Identifizierung neuer, verbesserter 
insektizider WirkstoflFe in dafur geeigneten Verfahren (Assays) eingesetzt werden 
konnen. 

10 Besonders sind dabei die ACCase aus Myzus persicae nnd Drosophila melanogaster 
zur Identifizierung neu^ insektizider und gegebenenfalls auch akarizider Wirkstoffe 
geeignet. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist deshalb die Verwendung von Poly- 
15 peptiden aus Insekten nut der biologisch^ Aktivitat ein^ ACCase sowie diese 
kodierende Nukleinsauren zum Identifizi^en von Modulatoren der ACCase in 
Insekten imd/oder Akarina, insbesondere von solchen Polyp^tiden, die direkt aus 
Insekten isoliert wurden oder die von aus Insekten stammenden Nukleinsaure- 
sequenzen oder Fragments davon kodiert und durch in vivo oder in vitro Verfahren 
20 gewonnen werden. Besonders bevorzugt handelt es sich bei den Polypeptiden um 
solche, die zur ACCase aus Myzus persicae oder Drosophila ttielanogaster eine 
Identitat von 60%, bevorzugt 80%, besonders bevorzugt 90% und besonders 
bevorzugt von 95% uber eine Lange von wenigstens 20, vorzugsweise wenigstens 
25, besonders bevorzugt wenigstens 30 fortlaufenden Aminosauren und ganz 
25 besonders bevorzugt fiber die Gesamtlange aufweisen. 
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15 



25 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist besondors die Verwendung der ACCase 
aus Insekten der Familie der Aphididae und der Dipteren. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist besonders die Verwendung der ACCase 
aus Myzus persicae und der ACCase aus Drosophila melanogaster gemafi SEQ ID 
NO: 2 sowie dazu homologer Polypeptide zum Identifizieren von Modulatoren der 
ACCase aus Insekten. 



Gegenstand der vorliegenden Erfindmig ist im Besonderen die Verwendung der 
10 ACCase aus Myzus persicae zum Identifizieren von Modulatoren der ACCase aus 
Insekten. 



Graoz besonders bevorzugt umfassen die erfindungsgemafien Polypeptide damit eine 
Sequenz ausgewahlt aus 

a) der Sequenz isoliert aus Mycus persicae^ 



b) der Sequenz gemaB SEQ ID NO: 2, 

20 c) der Sequenz kodiert von der Nukleinsaure gemaB Accession Number 

AAF59156, 

d) Teilsequenzen der unter a) bis c) genaonten Sequenzen, die noch die biolo- 
gische Aktivitat einer ACCase besitzen. 



e) Sequenzen, welche eine zumindest 60 %ige, bevorzugt eiue 80 %ige, be- 
sonders bevorzugt eine 90 %ige und ganz besonders bevorzugt eine 95% 
Identitat mit den unter a) bis d) genannten Sequenzen aufweisen. 
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Der Grad der Identitat der Aminos9uresequeDzen wird vorzugsweise bestmunt mit 
Hilfe des Programms GAP aus dem Programmpaket GCG, Version 10.0 unter 
Standardeinstellungen (Devereux et al. 1984). 

5 Gegenstand der vorliegenden Verwendung ist ebenfalls die Verwendung von fOr 
ACCasen kodierend Nukleinsauren aus Lasekten zum Identifizieren von Modulatoren 
der ACCase in Insekten und/oder Akarina. 

4?^ J^R^M?S?^^?L^ ist insbesondere auc h die Vemendung der 

10 flir die ACCase aus Myzus persicae kodierenden Nukleinsaure sowie der flir die 
ACCase aus Drosophila melanogaster kodierende Nukleinsaure gemaB SEQ ID NO: 
1 zum Identifizieren von Modulatoren der ACCase, sowie dazu zu 60%, bevorzugt 
zu 80%, besonders bevorzugt zu 90% und besonders bevorzugt zu 95% homologer 
Nukleinsauresequenzen. 

15 

Bei den erfindungsgemaBen Nukleinsauren handelt es sich insbesondere um 
einzelstrangige oder doppelstrangige Desoxyribonukleinsauren (DNA) oder Ribo- 
nukleinsauren (RNA), Bevorzugte Ausfuhrungsformen sind Fragmente genoinischer 
DNA, die Introns enthalten konnen, imd cDNAs* 

20 

Der Ausdruck "cDNA" wie er hierin verwendet wird, bezeichnet eine einzel- oder 
doppelstrangige Kopie eines RNA-Molekuls und ist deshalb als Kopie einer 
biologisch aktiven RNA intronfirei, d. h. alle kodierenden Regionen eines Gens sind 
in zusammenhangender Form enthalten. 

25 

Der Begriff "Identitat", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf die Zahl von 
Sequenzpositionen die in einem Aligmnent identisch sind, Sie wird meist in Prozent 
der Aligmnent Lange angegeben. 

30 Der Begriff "Prozent (%) Identitat", wie er hierin in Bezug auf eine bestiimnte 
Sequenz oder einen bestinunten Teil dieser Sequenz verwendet wird, ist definiert als 
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der Prozentanteil von Nukleotiden im untersuchten NuMemsSuremoIekiil, der mit 
den Nukleotiden der genannt^ bestiinmten Sequenz oder eines bestimmten Teils 
dieser Sequenz identisch ist, wenn man die Sequenzen miteinander vergleicht 
("Alignment") und wenn n5tig so genannte "G^s" einiuhrt, um den maximalen 
5 Prozentsatz an identischen Sequenzen zu erhalten, wobei alle Parameter des 
verwendeten Programms auf "default" gesetzt sind. 

Der Begriff " Ahnlichkeit", wie er hierin verwendet wird, setzt dagegen die Definition 
einer Ahnlichkeitsmetrik voraus, also eines MaBes dafiir, als wie ahnlich man 
1 0 beispielsweise ein Valin zu einem Threonin oder zu einem Leucin annehmen mdchte. 

Der Begriff „Prozent (%) Ahnlichkeit", wie er hierin verwendet wird, entspricht dem 
vorstehend beschriebenen Begriff ,^rozent (%) IdentitSt", wobei hier ftir die 
Berechnimg der %-Zahl die konservativen Aminosauresubstitutionen zusatzlich zu 
1 5 den identischen Aminosauren mit einbezogen werden. 

Der Begriff "Homologie", Avie er hierin verwendet wird, bedeutet wiederum 
evolutionare Verwandtschaft. Zwei homologe Proteine haben sich aus einer ge- 
meinsamen VorlMufersequenz entwickelt. Der Begriff hat nicht imbedingt etwas mit 
20 Identitat oder Ahnlichkeit zu zun, abgesehen davon, dass homologe Sequenzen meist 
ahnlicher sind (oder in einem Aligmnent mehr identische Positionen besitzen) als 
nicht-homologe Sequenzen. 

Bevorzugt handelt es sich bei den erfindungsgemaBen NukleinsSuren um DNA oder 
25 DNA-Fragmente, die genomischer DNA aus Insekten entsprechen, wobei die 
Nukleinsauren bevorzugt aus Dipteren, besonders bevorzugt aus Drosophilidae 
stammen. 

Besonders bevorzugt handelt es sich bei den erfindungsgemaBen Nukleinsauren um 
30 DNA Oder DNA-Fragmente, die genomischer DNA von Myzus persicae oder 

« 

Drosophila melanogaster entsprechen. 
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Ganz besonders bevorzugt umfassen die erfindungsgemaBen NuklemsS,uren eine 
Sequ^iz ausgewahlt aus 

5 a) der Sequenz gemSB SEQ ID iS[0: 1, 

b) der Sequeiiz gemaB Accession Number AAF59 156, 

c) 2:umindest 14 Basenpaare laagen Teilsequenzen der unter a) -oder b) de- 
10 finierten Sequenzen, 

d) Sequenzen, welche bei einer Hybridisierungstemperatur von 37°C bis 50°C 
an die unter a) oder b) definierten Sequenzen hybridisieren, 

1 5 e) Sequenzen, welche eine zumindest 60 %ige, bevorzugt eine 80 %ige, be- 
sonders bevorzugt eine 90 %ige und ganz besonders eine 95%ige Identitat mit 
den unter a) und b) definierten Sequenzen aufweisen, 

f) Sequenzen, welche zu den unter a) bis e) definierten Sequenzen komple- 
20 mentar sind, und 

g) Sequenzen, welche aufgrund der Degeneriertheit des genetischen Codes fiir 
dieselbe Aminosauresequenz codieren wie die unter a) bis e) definierten 
Sequenzen. 



25 



30 



Eine ganz besonders bevorzugte Ausfiihrungsform der erfindungsgemaB zu ver- 
wendenden Nukleinsauren stellt ein cDNA-Molekiil mit der fiir ACCase aus Myzus 
persicae kodierenden Sequenz sowie der fur ACCase aus Drosophila melanogaster 
kodierenden Sequenz gemaB SEQ ID NO: 1 dar. 
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Die fur die ACCase aus Myztds persicae kodierende Nukleinsauresequenz kann auf 
Basis des genetischen Codes von der Aminosauresequenz abgeleitet werden, die wie in 
Beispiel 3 bescfarieben isoliert und durch Sequenzierung definiert werden kann. 

5 Auf Grund der Degeneriedieit des genetischen Codes ist es wichtig, die abgeleitete 
Nukleinsauresequenz zu nutzen, um die tatsachlich in Myzus persicae vorliegende 
Nukleinsauresequeoz zu tibeipriifen und gegeben^ifalls die abgeleitete Sequenz zu 
korrigieren, soweit dies sinnvoU erscheint 

10 Die Isolierung bzw. Ubeipriifung der genomischen M persicae Sequenz kann z.B. 
durch die Verwendung von aus der abgeleiteten Nukleinsauresequenz abgeleiteten 
Primem erfblgen, die in PCR-Reaktionen zur Amplifikation der Zielsequenz nach dem 
Fachmann bekannten Metiioden genutzt werden konnen. 

15 Gegenstand der vorUegenden Erfindung sind auch die Polypeptide, die von den erfin- 
dungsgemaBen Nukleinsauren kodiert werden. 

Der Ausdruck "hybridisieren", wie er hierin verwendet wird, beschreibt den Vor- 
gang, bei welchem ein einzelstrangiges Nukleinsauremolekul mit einem 
20 komplementaren Strang eine Basenpaarung eingeht. Auf diese Weise konnen aus- 
gehend von der hierin genannten oder ableitbaren Sequenzinformation beispielsweise 
DNA-Fragmente aus anderen Insekten als Drosophila melanogaster isoliert werden, 
welche fur ACCasen kodieren, welche dieselben oder ahnliche Eigenschaften einer 
der erfindungsgemaBen ACCasen aufweisen. 

25 

Hybridisierungsbedingungen werden nach folgender Formel naherungsweise be- 
rechnet: 

Schmelztemperatur Tm = 81,5°C + 16,6 (log[c(Na'^]) + 0,41(%G + C) - 500/n 
30 (Lottspeich&Zorbas 1998). 
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Dabei ist c die Konzentration und n die LSnge des hybridisierenden Sequenzab- 
schnitts in Basenpaaren. Ffir eine Sequenz >100 bp entfallt der Ausdruck 500/n. Mit 
hochster Stringenz wird bei einer Temperatur 5-15°C unterhalb Tm und einer 
lonenstarke von 15 mM Na"*" (entspricht 0.1 x SSC) gewaschen. Wird eine RNA- 
5 Probe zur Hybridisiemng verwendet, so ist der SchmeLzpunkt una 1 0-1 5°C hoher. 

Bevorzugte HybridisierurigsbedingungOT sind nacbstehend angegeben: 

Hy^ridi^^^ PIQ. Easy Hyb ( Roche , ZZ) .HyM^isienrngstemperatur : 

10 37°C bis 50°C, bevorzugt 42°C (DNA-DNA), 50°C (DNA-RNA). 

1. Waschschritt: 2x SSC, 0,1 % SDS 2x5 min bei Raumtemperatur; 

2. Waschschritt: Ix SSC, 0,1 % SDS 2x 15 min bei 50°C; bevorzugt 0,5x SSC, 
0,1 % SDS 2x 15 min bei 65°C; besonders bevorzugt 0,2x SSC, 2xl5mm bei 

15 68°C. 

Der Grad der Identitat der Nukleinsauren wird vorzugsweise bestimmt mit Hilfe des 
Programms NCBI BLASTN Version 2.0.4. (Altschul et al. 1997). 

20 Der Ausdruck "regulatorische Regionen", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich 
auf nicht-translatierte Regionen des betreffenden Gens, wie Promotoren, Enhancer, 
Repressor- oder Aktivator-Bindungsstellen oder Terminationssequenzen, die mit 
zellularen Proteinen interagieren, wodurch die Transkription gesteuert wird. 

25 Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind ebenfalls DNA Konstrukte, die eine 
erjSndungsgemafi zu verwendende Nukleinsaure und einen heterologen Promoter 
umfassen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist weiterhin die Verwendung solcher DNA- 
30 Konstrukten zum Identifizieren von Modulatoren der ACCase. 
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Der Ausdruck "heterologer Promoter", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf 
einen Promotor, der andere Eigenschaften als derjenige Promotor aufweist, der im 
Ursprungsorganismiis die Egression des betrefTenden Gens kontrolliert. 

5 Die Auswahl von heterologen Promotoren ist davon abhSngig, ob zur Expression 
pro- Oder eukaryotische Zellen oder zellfreie Systeme verwendet werden. Beispiele 
fur heterologe Promotoren sind der fruhe oder spate Promotor des SV40, des 
Adenovirus oder des Cytomegalovims, das lac-System, das trp-System, die Haupt- 
Operator- und Promotorregionen des Phagen lambda, die Konto^Uregionen des fd- 
10 Hullproteins, der Promotor der 3-Phosphoglyceratkinase, der Promotor der Sauren 
Phosphatase, der Baculovirus immediate early Promoter imd der Promotor des a- 
Mating-Faktors der Hefe. 

Gegenstand der Brfindimg sind weiterhin Vektoren, die eine erfindungsgemafie 
15 Nukleinsaure bzw. ein erfindimgsgemaBes DNA-Konstrukt enthalten. Als Vektoren 
k5nnen alle in molekularbiologischen Laboratorien verwendete Plasmide, Phasmide, 
Cosmide, YAGs oder ktinstliche Chromosomen verwendet werden. 

Gegenstand der vorliegenden EriSndimg ist femer die Verwendung von Vektoren, die 
20 eine erfindungsgemaB zu verwendende Nukleinsaure, oder ein erfindungsgemaB zu 
verwendendes DNA-Konstrukt enthalten, in Verfahren zum Identifizieren von 
Modulatoren der ACCase. 

Als Vektoren konnen alle in molekularbiologischen Laboratorien verwendete 
25 Phagen, Plasmide, Phagmide, Phasmide, Cosmide, YACs, BACs, kunstUche 
Chromosomen oder Partikel, die fiir einen Partikelbeschuss geeignet sind, verwendet 
werden. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch Wirtszellen^ die eine erfindungs- 
30 gemaB zu verwendende Nukleinsaure, ein erfindungsgemaB zu verwendendes DNA- 
Konstrukt Oder einen erfindungsgemaB zu verwendenden Vektor enthalten. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindimg ist auch die Verwendung solcher Wirtszellen 
zum Identifizieren von Modulatoren der ACCase, 

Der Ausdruck "Wirtszelle", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf Zellen, die 
naturlicherweise die erfindungsgemaB zu verwendenden Nukleinsauren nicht ent- 
halten. 



Als Wirtszellen eignen sich sowohl prokaryotische Zellen, wie Bzdrteden der 
10 Gattungen Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces, Streptococcus, Staphylococcus, 
vorzugsweise E. coli, als auch eukaryotische Zellen, wie Hefen, SSuger-, 
Amphibien-, Ihsekten- oder Pflanzenzellen. Bevorzugte eukaryotische Wirtszellen 
smd HEK-293-, Schneider S2-, Spodoptera S©-, Kc-, CHO-, COS1-, COS7-, HeLa-, 
C 127-, 3T3- Oder BHK-Zellen und insbesondere Xenopus-Oocyten. 

15 

Der Ausdruck "Polypeptide", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich sowohl auf 
kuTze AminosSureketten, die gewohnlich als Peptide, Oligopeptide oder Ohgomere 
bezeichnet werden, als auch auf iSngere AnodnosSureketten, die gewohnlich als 
Proteine bezeichnet werden. Er umfasst AminosSureketten, die entweder durch natiir- 

20 liche Prozesse, wie posttranslationale Prozessiemng, oder durch chemische Ver- 
fahren,^ die Stand der Technik sind, modifiziert sein konnen. Solche Modifikationen 
kdnnen an verschiedenen Stellen und mehrfach in einem Polypeptid vorkommen, wie 
beispielsweise am Peptid-Ruckgrat, an der Aminosaure-Seitenkette, am Amino- 
imd/oder am Caiboxy-Terminus. Sie umfassen beispielsweise Acetylierungen, 

25 Acylierungen, ADP-Ribosylierungen, Amidierungen, kovalente Verkniipfungen mit 
Flavinen, HSm-Anteilen, Nukleotiden oder Nukleotid-Derivaten, Lipiden oder Lipid- 
Derivaten oder PhophatidyUnositol, Cyclisierungen, Disulfidbriickenbildungen, De- 
methylierungen, Cystin-Bilduagen, Formyherungen, gamma-CarboxyUerungen, Gly- 
cosylierungen, Hydroxylierungen, lodierungen, Methylierungen, Myristoyherungen, 

30 Oxidationen, proteolytische Prozessierungen, Phosphoiylierungen, Selenoylierungen 
und iRNA-venrdttelte Additionen von Aminosauren. 
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Die erfindungsgemafien Polypeptide konnen in der Form "reifer" Proteine oder als 
Teile groBorer Proteine, z.B. als Fusionsproteine, vorliegen. Weiterhin konnen sie 
Sezemierungs- oder "Leader"-Sequenzen, Pro-Sequenzen, Sequenzen, die eine ein- 
5 fache Reinigung ennSglichen, wie mehrfache Histidin-Reste, oder zusatzliche stabili- 
sierende Aminosauren aufweisen. Die erfindungsgemafien Proteine kdimen ebenfalls 
so vorliegen, wie sie naturlictierweise in ihrem Herkunftsorganismus vorliegen, aus 
dem sie zum Beispiel direkt gewonnen warden komien. 

10 Der Begriff "voUstSndige ACCase" wie er hierin verwendet wird, beschreibt eine 
ACCase, die kodiert wird von einer voUstandigen kodierenden Region einer 
Transkriptionseiiiheit beginnend mit dem ATG-Startcodon und umfassend alle 
informationstragenden Exonbereiche des im Herkunftsorganismus vorliegenden, fur 
die ACCase kodierenden Gens, sowie fiir eine korrekte Termination der 

15 Transkription notigen Signale. 

Der Ausdruck "Gen" wie er hierin verwendet wird, ist die Bezeichnung fur einen 
Abschnitt aus dem Genom einer Zelle, die fur die Synthese einer Polypeptidkette 
verantwortlich ist. 

20 

Die ergndungsgemafien Polypeptide miissen nicht vollstandige ACCasen darstellen, 
sondem konnen auch nur Fragmente davon sein, solange sie zumindest die 
biologische Aktivitat der vollstandigen ACCase aufweisen. Polypeptide aus Insekten, 
die eine gleichartige biologische Aktivitat wie eine ACCase aus Myzus persicae oder 

25 Drosophila melanogaster ausuben, werden noch als erfindungsgemaB betrachtet. 
Dabei miissen die erfindungsgemafien Polypeptide den ACCasen aus Myzus persicae 
oder Drosophila melanogaster hinsichtlich ihrer Sequenz oder katalytischen 
Aktivitat nicht volHg entsprechen. Als erfindungsgemSfie Polypeptide werden auch 
Polypeptide betrachtet, die zur ACCase beispielsweise der folgenden Insekten oder 

30 zu Fragmenten davon, die noch die biologische Aktivitat der ACCase auisQb^ 
konnen, homolog sind: 
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Aus der Ordnung der Isopoda z.B. Oniscus asellus, Armadilliditan vulgare, Porcellio 
scabeK 

5 Aus der Ordnung der Diplopoda z.B. Blaniulus guttulatns. 

Aus der Ordnung der Chilopoda z.B. Geophilus carpophaguSy Scutigera spp.. 
Aus der Ordnung der.Syinphyla.z.B.. Scutigerellajmrnaculata. 

10 

Aus der Ordnung der Thysanura z.B. Lepisma saccharina. 

Aus der Ordnung der CoUembola z.B. Onychiurus armatus. 

15 Aus der Ordnung der Orthoptera zBjAcheta domesticuSy Gryllotalpa spp., Locusta 
migratoria migratorioides, Melanoplus spp., Schistocerca gregaria. 

Aus der Ordnung der Blattaria z.B. Blatta orientalise Periplaneta atnericana, 
Leucophaea maderae, Blattella germanica. 

20 

Aus del Ordnung der Denn^tera z.B. Forficula auricularia. 

Aus der Ordnung der Isoptera z.B. Reticulitennes spp- 

25 Aus der Ordnung der Phthiraptera z.B. FedicuJus humanus corporis, Haematopinus 
spp, Linognathus spp, Trichodectes spp,, Damalinia spp.. 

Aus der Ordnung der Thysanoptera z.B. Hercinothrips femoralis, Thrips tabaci, 
Thrips palmi, Frankliniella accidentalis. 

30 
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Aus der Qrdnung der Heteroptera z.B. Eurygaster spp., Dysdercus intermedius, 
Piesma quadrata, Cimex lectularius, Rhodnius prolixus, Triatoma spp, 

Aus der Ordnung der Homoptera z.B. Alenrodes brassicae, Bemisia tabaci, 
5 Trialeurodes vcporariorum. Aphis gossypii, Brevicoryne brassicae, Cryptomyzus 
ribis, Aphis fabae. Aphis pomi, Eriosoma lanigerum, Hyalopterus arundinis, 
Phylloxera vastatrix. Pemphigus spp., Macrosiphum avenae^ Myzus spp., Phorodon 
humuli, Rhopalosiphum padi, Empoasca spp., Euscelis bilobatus, Nephotettix 
cincticeps, Lecanium comi, Saissetia oleae, Laodelphax striatellus, Nilaparvata 
10 lugens, Aonidiella aurantii, Aspidiotus hederae^ Pseudococcus spp., Psylla spp. 

Aus der Ordnung der Lepidoptera z.B. Pectinophora gossypiella, Bupalus piniarius, 
Cheimatobia brumata, Lithocolletis blancardella, Hyponomeuta padella, Plutella 
xylostella, Malacosoma neustria, Euproctis chrysorrhoea, Lymantria spp., 

15 Bucculatrix thurberiella, Phyllocnistis citrella, Agrotis spp., Euxoa spp., Feltia spp., 
Earias insulana, Heliothis spp., Mamestra brassicae, Panolis Jlammea, Spodoptera 
spp., Trichoplusia ni, Carpocapsa pomonella, Pieris spp., Chilo spp., Pyrausta 
nubilalis, Ephestia kuehniella, Galleria mellonella, Tineola bisselliella. Tinea 
pellionella, Hofinannophila pseudospretella, Cacoecia podana, Capua reticulana, 

20 Choristonevra fumiferana, Clysia ambiguella, Homona magnanima, Tortrix 
viridana, Cnaphalocerus spp., Oulema oryzae. 

Aus der Ordnung der Coleoptera z.B. Anobium punctatum, Khizopertha dominica, 
Bruchidius obtectus, Acanthoscelides obtectus, Hylotrupes bajultis, Agelastica alni, 

25 Leptinotarsa decemlineata, Phaedon cochleariae, Diabrotica spp., Psylliodes 
chrysocephala, Epilachna varivestis, Atomaria spp., Oryzaephilus surinamensis, 
Anthonomus spp., Sitophilus spp., Otiorrhynchus sulcatus, Cosmopolites sordidus, 
Ceuthorrhynchus assimilis. Hyper a postica, Dermestes spp., Trogoderma spp., 
Anthrenus spp., Attagenus spp., Lyctus spp., Meligethes aeneus, Ptinus spp., Niptus 

30 hololeucus, Gibbium psylloides, Tribolium spp., Tenebrio molitor, Agriotes spp.. 
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Conoderus spp., Melolontha melolontha, Amphimallon solstitialis, Costelytra 
zealandica, Lissorhoptrus oryzophiltis. 

Aus der Ordnimg der Hymenoptera z.B. Diprion spp., Hoplocampa spp., Lasius spp., 
5 Monomorium pharaonis, Vespa spp. 

Aus der Ordnung der Diptera z.B. Aedes spp.. Anopheles spp., Culex spp., 
Drosophila melanogaster^ Musca spp., Fannia spp., Calliphora erythrocephala^ 
Lucilia spp., Chrysomyia spp., Cuterebra spp., Gastrophilus .spp., Hyppobosca.spp., 
10 Stomoxys spp.. Oestrus spp., Hypodenna spp.y Tabanus spp., Taimia spp., Bibio 
hortulanus, Oscinella frit, Phorbia spp., Pegomyia hyoscyami Ceratitis capitata, 
Dacus oleae, Tipula paludosa, Hylemyia spp,, Liriomyza spp.. 



15 



Aus der Ordnung der Siphonaptera z.B. Xenopsylla cheopis, Ceratophyllus spp. 



Die erfindungsgemaBen Polypeptide konnen im Vergleich zu den entsprechenden 
Regionen von natiirlich vorkommenden ACCasen Deletionen oder Amino- 
sauresubstitutionen aufweisen, solange sie zumindest noch eine biologische Aktivitat 
der vollstandigen ACCasen ausiiben. Konservative Substitutionen sind bevorzugt. 
20 Solche konservativen Substitutionen umfassen Variationen, wobei eine Aminosaure 
durch.^ine andere Aminosaure aus der folgenden Gruppe ersetzt wird: 

1. Kleine aliphatische, nicht-polare oder weiiig polare Reste: Ala, Ser, Thr, Pro 
und Gly; 

25 2. Polare, negativ geladene Reste und deren Amide: Asp, Asn, Glu und Gin; 

3. Polare, positiv geladene Reste: His, Arg und Lys; 

4. GroBe aliphatische, nicht-polare Reste: Met, Leu, He, Val und Cys; und 

5. Aromatische Reste: Phe, Tyr vmd Trp. 

30 Die folgende Liste zeigt bevorzugte konservative Substitutionen: 
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Urspriinglicher Rest 


Substitution 


Ala 


Gly, Ser 


Arg 


Lys 


Ash 


Gin, His 


Asp 


Glu 


Cys 


Ser 


Gin 


Asn 


Glu 


Asp 


Gly- 


Ala,- Pro 


His 


Asn, Gin 


He 


Leu, Val 


Leu 


lie, Val 


Lys 


Arg, Gin, Glu 


Met 


Leu, Tyr, He 


Phe 


Met, Leu, Tyr 


Ser 


Thr 


Thr 


Ser 


Tip 


Tyr 


Tyr 


Trp, Phe 


Val 


He, Leu 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind deshalb ebenfalls Polypeptide, welche 
zumindest die biologische Aktivitat einer ACCase ausiiben und eine Amino- 
sauresequenz uxofassen, die eine zumindest 60 %ige Identitat, vorzugsweise 80 %ige, 
5 besonders bevorzugt 90 %ige Identitat und ganz besonders bevorzugt eine 95% ige 
Identitat mit der Sequenz aus Myzus persiace bder der von der Nukleinsaure gemaB 
SEQ ID NO: 1 kodierten Sequenz aus Drosophila melanogaster aufweisen, sowie 
deren Verwendung zur Identifizierung von Modulatoren der ACCase. 

10 Der Ausdmck "biologische Aktivitat einer ACCase", wie er hierin verwendet wird, 
bedeutet die Fahigjceit, die BiotinrabhSngige Carboxylierung von Acetyl-CoA zu 
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katalysieren. Davon kOimen alle drei Enzymfunktioiien, d.h. die ATP-abhangige 
Abspaltung einer COi-Grappe aus Bicarbonat, die Biotin-Carrier-Fuiiktion sowie die 
Carboxylienmg von Acetyl-CoA, aber auch nur eine oder zwei dieser Reaktionen 
umfasst sein. 

5 

Die erfindungsgemSBen Niikleinsauren koimen auf die ubliche Weise hergestellt 
werden. Beispielsweise kSnnen die Nukleinsauremolekule vollstandig chemisch 
synthetisiert werden. Man kann auch kurze Stucke der erfindungsgemaBai 
Nukleinsaiiren chemisch synthetisieren und solche Oligonukleotide radioaktiv oder 

10 mit einem Fluoreszenzfarbstofif markieren. Die markierten Oligonukleotide konnen 
auch verwendet werden, um ausgehend von Insekten-mRNA hergestellte cDNA- 
Banken zu durchsuchen. Klone, an die die markierten Oligonukleotide hybridisieren, 
werden zur Isolierung der betreffenden DNA-Fragmente ausgewahlt. Nach der 
Charakterisierung der isolierten DNA erhalt man auf einfache Weise die erfindimgs- 

15 gemaBen Nukleinsauren. 

Die erfindungsgemaBen Nukleinsauren konnen auch mittels PCR-Verfahren imter 
Verwendung chemisch synthetisierter Oligonukleotide hergestellt werden. 

20 Der Ausdrack "Oligonukleotid(e)", wie er hierin verwendet wird, bedeutet DNA- 
Molekule, die aus 10 bis 50 Nukleotiden, vorzugsweise 15 bis 30 Nukleotiden, be- 
stehen. Sie werden chemisch synthetisiert und konnen als Sonden verwendet werden. 

Zur Herstellung der erfindungsgemaBen Polypeptide, insbesondere des von der 
25 Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID NO: 1 kodierten Polypeptids, konnen auBerdem 
Wirtszellen, die erfindungsgemaBen Nukleinsauren enthalten, unter geeigneten Be- 
dingungen kultiviert werden. Die gewiinschten Polypeptide konnen danach auf ub- 
liche Weise aus den Zellen oder dem Kulturmedium isoliert werden. Die Polypeptide 
konnen auch in in vz/ro-Systemen hergestellt werden. 

30 
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Zur Herstellung der erfindungsgemaBen ACCase aus Myzus persicae werden z.B. 
Larven oder Adulte im Morser homogenisiert Hierzu kdimen sie vorher z.B. in 
Mssigem Stickstoff schockgefroren werden. Das Homogenat wird in einem geeig- 
neten Puffer aufgenommen. Ein Beispiel fiir die Herstellxmg eines erfindungs- 
5 gem^en Polypeptids ist unter Beispiel 3 angegeben. 

Ein mogliches Reinigungsverfahren der ACCase basiert auf prSparativer Elektro- 
phorese, FPLC, EDPLC (z.B. unter Anwendung von Gelfiltrations-, Reversphasen- 
oder leicht hydrophpben Saulen), Gelfiltration, dfifferentieller Prazipitation,_ lonen- 
10 austausch-Chroinatographie oder Af3Bnitatschromatographie. 

Ein schnelles Verfahren zum IsoUeren der erfindungsgemaBen Polypeptide, die von 
Wiitszellen unter Verwendung einer erfindungsgemaBen Nukleinsaure synthetisiert 
werden, beginnt mit der Expression eines Fusionsproteins, wobei der Fusionspartner 

15 auf einfache Weise affinitatsgereinigt werden kann. Der Fusionspartner kann 
beispielsweise Glutathion S-Transferase sein. Das Fusionsprotein kaim dann an einer 
Glutathion-Affinitatssaule gereinigt werden. Der Fusionspartner kann durch partielle 
proteolytische Spaltung beispielsweise an Linkem zwischen dem Fusionspartner und 
dem zu reinigenden erfindungsgemaBen Polypeptid abgetremit werden. Der Linker 

20 kaim so gestaltet werden, dass er Ziel-Aminosauren, wie Arginin- und Lysin-Reste 
einschUeBt, die Stellen fur eine Spaltung durch Trypsin definieren. Um solche Linker 
zu erzeugen, konnen Standard-Klonierungsverfahren unter Verwendung von 
OUgonukleotiden angewendet werden. 

25 Weitere mogliche Reinigungsverfahren basieren wiederum auf praparativer 
Elektrophorese, FPLC, HPLC (z.B. unter Anwendung von Gelfiltrations-, Revers- 
phasen- oder leicht hydrophoben Saulen), Gelfiltration, differentieUer Prazipitation, 
lonenaustausch-Chromatographie und Affinitatschromatographie. 

30 Die Ausdriicke "Isolierung oder Reinigung", wie sie hierin verwendet werden, be-, 
deuten, dass die erfindungsgemaBen Polypeptide von anderen Proteinen oder anderen 
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MakromolekOlen der Zelle oder des Gewebes abgetrennt werden. Vorzugsweise ist 
eine die erfindungsgemafien Polypeptide enthaltende Zusammenset2aing hinsichtlich 
des Proteingehalts gegentiber einer Praparation aus den Wirtszellen mindestens 10- 
fach und besonders bevorzugt mindestens 100-fach angereichert. 

5 

Die erfindimgsgemaBen Polypeptide koimen auch ohne Fusionspartner mit Hilfe von 
Antikorpem, die an die Polypeptide binden, affinitatsgereinigt werden. 

Gegenstaad der vorliegenden Erfindung sind auch Verfahren zum Auffinden von 
10 chemischen Verbindungen, die an die ACCase binden und/oder deren JEigenschaften 
verSndem. Aufgrund der wichtigen Funktion der ACCase stellen Modulatoren, die 
die Aktivitat beeinflussen, neue insektizide und/oder gegebenenfalls akarizide 
Wirkstoffe dar. Modulatoren konnen Agonisten oder Antagonisten bzw. Lnhibitoren 
oder Aktivatoren sein. 

15 

Auf Grund der Eigenschaft, als Inhibitoren der ACCase aus Insekten zu wirken, 
konnen die genannten cyclischen 1,3-Dicarbonylverbindungen der Formel (J) sowie 
ihre Enole auch als gegebenenfalls markierte Kompetitoren in Verfahren zum 
Auffinden von Inhibitoren der ACCase aus Insekten verwendet werden, die nicht 
20 dieser Gruppe von Verbindungen angehoren miissen. 

Der Ausdruck "Kompetitor" wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf die 
Eigenschaft der Verbindungen, mit anderen, gegebenenfalls noch zu identifi- 
zierenden Verbindimgen um die Bindung an der ACCase zu kompetitieren und diese 
25 vom Enzym zu verdrSngen bzw. von dieser verdrangt zu werden. 

Der Ausdruck "Agonist", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf ein Molekul, 
das die Aktivitat der ACCase beschleunigt oder verstarkt. 

30 Der Ausdruck "Antagonist", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf eia 
Molekul, das die Aktivitat der ACCase verlangsamt oder verhindert. 
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Der Ausdruck "Modulator", wie er hierin verwendet wird, stellt den Oberbegriff zu 
Agonist bzw. Antagonist dar. Modulatoren konnen kleine organisch-chexnische 
Molekule, Peptide Oder Antikorper sein, die an die erfindungsgemaBen Polypeptide 
5 binden und/oder deren Eigenschaften, deren enzymatische Aktivitat, verandem. 
Weiterhin konnen Modulatoren kleine organisch-chemische Molekule, Peptide oder 
Antikorper sein, die an ein MolekQl binden, welches wiederum an die erfindnngs- 
gemSBen Polypeptide bindet, und/oder d^en biologische Aktivitat beeinflusst. 
Modulatoren konnen naturliche Substrate und Ligandea darstellen oder strukturelle 
1 0 oder fimktionelle Mimetika davon. 

* * * 

♦ • 

Vorzugsweise handelt es sich bei den Modulatoren um kleine organisch-chemische 
Verbindungen, 

15 Im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnte erstmals gezeigt werden, d£iss 
Verbindungen bzw. Modulatoren, die an der ACCase wirken, die zellularen Vor- 
gange auf eine Weise verandem konnen, die zum Absterben der damit behandelten 
Insekten fuhrt. 

20 Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind deshalb auch Modulatoren von 
ACCasen aus Insekten, die mit Hilfe eines der in der vorliegenden Anmeldung 
beschriebenen Verfahrens zum Identifizieren von Modulatoren der ACCase gefunden 
werden. 

25 Weiterhin umfasst die vorliegende Erfindung Verfahren zum Auffinden von 
chemischen Verbindungen, welche die Expression der erfindungsgemaBen Poly- 
peptide verandem. Auch solche "Expressionsmodulatoren" konnen neue insektizide 
Wirkstoffe darstellen. Expressionsmodulatoren konnen kleine organisch-chemische 
Molekule, Peptide oder Antikorper sein, die an die regulatorischen Regionen der fur 

30 die erfindimgsgemaBen Polypeptide kodierenden .Nukleinsauren binden. Weiterhin 
koimen Expressionsmodulatoren kleine organisch-chemische Molekule, Peptide oder 
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Antikorper sdn, die an ein Molekiil binden, welches wiedCTum an regulatorische 
Regionen der fur die erfindungsgem^en Polypeptide kodierenden Nukleinsauren 
bindet, und dadurch deren Expression beeinflusst. Expressionsmodulatoren kSnnen 
auch Antisense-Molekiile sein. 

5 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich ebenfalls auf die Verwendung von 
Modulatoren der erfindungsgem^lfien Polypeptide oder von Expressionsmodulatoren 
als Insektizide oder Akarazide. 

10 Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind ebenfalls Expressionsmodulatoren von 
ACCasen, die mit Hilfe des vorstehend beschriebenen Verfahrens zum Auffinden 
von Expressionsmodulatoren gefunden werden. 

Die erfiundungsgemaBen Verfahren schlieBen Hochdurchsatz-Screening (high 
15 throughput screeniag; HTS) und Ultra-Hochdurchsatz-Screening (UHTS) ein. Dafur 
konnen sowohl Wirtszellen als auch zellfreie Praparationen verwendet werden, die 
die erfindimgsgemaBen Nukleinsauren und/oder die erfindimgsgemaBen Polypeptide 
enthalten. 

20 Um Modulatoren aufzufinden, kam ein synthetischer Reaktionsmix (z.B. Produkte 
der in vitro Transkription) oder ein zellularer Bestandteil, wie eine Membran, eiu 
Kompartiment oder irgendeine andere Praparation, die die erfindungsgemaBen 
Polypeptide enthalt, zusammen mit einem markierten Substrat oder Liganden der 
Polypeptide in Gegenwart und Abwesenheit eines Kandidatenmolekuls, das ein 

25 Agonist oder Antagonist sein kann» inkubiert werden. Die Fahigkeit des 
Kandidatenmolekiils, die Aktivitat der erfindungsgemaBen Polypeptide zu erhohen 
oder zu hemmen, wird erkennbar an einer erhohten oder verringerten Bindung des 
markierten Liganden oder an einer erhohten oder verringerten Umsetzung des 
markierten Substrates. Molekule, die gut binden und zu eiaer erhohten Aktivitat der 

30 erfindungsgemaBen Polypeptide fuhren, sind Agonisten. Molekule, die gut binden, 
und die biologische Aktivitat der erfindungsgemaBen Polypeptide henamen, sind 
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gute Antagonisten. Es kami sich dabei auch um Hemmstofife der oben genatmten 
insektiziden StoflQdasse handeln, jedoch konnen auch vollige neue StofOdassen diese 
modulatorische Aktivitat aufweisen. 

5 Modulatoreu, die die Aktivitat eines er£cndungsgemafien Polypeptids oder die 
Expression erfindimgsgemaBer ACCase kodierender mRNA und/oder Polypeptide 
um mindestens 10 %, mindestens 20 %, mindestens 30 %, mindestens 40 %, 
mindestens 50 %, mindestens 60 %, mindestens 70 %, mindestens 80 %, mindestens 
90 % oder mindestens 95 % reduzieren, sind geeignet, um als Lisektizide yerwendet 
10 zu werden, oder zu solchen weiterentwickelt zu werden. Solche KandidatenmoIekQIe 
werden dann in weiteren Tests auf Toxizitat gegenubCT Vertebratenspezies, wie z,B. 
Sanger und auf ihre BioverfUgbarkeit bin libeipriift. 

Die Detektion der biologischen Aktivitat der erfindungsgemaBen Polypeptide kann 
15 durch ein so genanntes Reportersystem verbessert werden. Rqjortersysteme in dieser 
Hinsicht umfassen, sind aber nicht beschrankt auf colorimetrisch oder radioaktiv 
maikierte Substrate, die in ein Produkt umgewandelt werden oder ein Reportergen, 
das auf VerSnderungen der Aktivitat oder der Expression der erfindungsgemaBen 
Polypeptide anspricht oder andere bekannte Bindxmgstests. 

20 

Die Aktivitat vieler, z. B, membranstandiger Proteine kann auf eine weitere Weise 

vorteilhafl gemessen werden. Die funktionelle heterologe Expression solcher 

Proteine in E. coli ist oft schwierig oder unmSglich. In diesem Fall kann durch 

geeignete Klonierung (z.B. unter Nutzung geeigneter PGR Strategien) der katalytisch 

25 aktive Teil des Proteins abgetreimt werden, so dass das Genprodukt ein (besser) 

losliches Protein darstellt und leicht gereinigt werden kann. Zur Messung der 

Aktivitat loslicher Proteine steht ein breites Repertoire von MeBmoglichkeiten zur 

Verfiigung. Eine besonders empfindliche Messxmg kann z.B. xmter Einsatz eines 

fluoreszenzmarkierten Liganden oder Substrates mittels Fluoreszenzpolarisation er- 
30 folgen. 
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Ein weiteres Beispiel fiir ein Verfahren, mit welchem Modulatoren der er- 
findungsgemaBen Polypeptide aufgefunden werden konnen, ist ein Verdrangimgstest, 
bei dem man unter dafiir geeigneten Bedingungen die erfindungsgemaBen Poly- 
peptide und einea potenziellen Modulator xmt einem Molekul, das bekanntermafien 
5 an die erfindungsgemaBen Polypeptide bindet, wie einem natOrlichen Substrat oder 
Liganden oder einem Substrat- oder Liganden-Mimetikum zusammenbringt. Ein 
Beispiel dafur sind die vorstehend genaimten Verbindungen der Formel (I). Die 
erfindungsgemSfien Polypeptide selbst kSnnen markiert wefden, z.B- radioaktiv oder 
colorimetrisch, so dass man die Anzahl der Polypeptide, die_ an emraL Lig^den 
10 gebunden sind oder die eine Umsetzung mitgemacht haben, exakt bestimmen kaim. 
Auf diese Weise iSsst sich die Eflfektivitat eines Agonisten oder Antagonisten 
ennessen. 

Potentiell insektizide Verbindungen, die in einem der erfindungsgemaBen Verfahren 
15 mit Hilfe der erfindungsgemaBen Nukleinsauren- und/oder Polypetide gefunden 
werden, kdnnen den Insekten auf verschiedenem Wege zugefuhrt werden, z.B. oral 
(siehe auch Beispiel 4), topisch oder durch Injektion. Insektizide sind haufig 
hydrophobe Molekule und mussen dann gewohlich in organischen Losvmgsmitteln 
gelSst werden, die auch verdampfen koimen (z3. Methanol oder Aceton) oder die in 
20 geringen Konzentrationen zugesetzt werden. Mm die Aufiiahme zu erleichtem 
(Ethanol, Dimethylsulfoxid). 

Der erste Schritt bei Versuchen mit Insekten ist in der Regel die Bestimmung der 
MLD (minimal lethal dose) nach einer chronischen Exposition der Insekten. Die 

25 Verbindimgen werden gewQhnlich verdiinnt und dem Putter von 0 - 48 h Stunden 
alten Embryos und Larven zugesetzt. Zusatzlich zur MLD wird so auch der Anteil 
der Eier bestimmt, aus denen noch Larven schliipfen, ebenso das Verhalten der 
Larven (Bewegung, Futteraufiiahme), die Anzahl der sich noch veipuppenden Larven 
und der daraus hervorgehenden Adulten. Die Larven konnen weiterhin auf 

30 moiphologische Defekte imtersucht werden. Nach Bestiromung der MLD koimen die 
akute imd chronische Dosis bestimmt werden. 
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In einem typischen akuten Test werden die Verbindiingen der Nahrung von EmbryoSj^ 
Larven oder Adulten zugesetzt und die Insekten nach 2 Stunden imd nach einer Uber- 
nachtinkubation tiberpruft. Bei Embryos wird die Zahl der Embroyos bestimmt, die 
5 Defekte in der ]&itwicklung aufweisen und der Anteil bestimmt, der bis zum 
Erwachsenenstadium fiberlebt 

Bei Larven werden z.B. Verhaltensstorungen, Storungen bei Bewegungsablaufen 
oder d^ Hautung geprilft. Bei erwachsenen Tieren WCTden Defekte bei der_Menge 
10 oder der Aktivitat von Enzymen sowie Verhaltens- und/oder FertilitatsstSnmgen 
beobachtet. 



Fur Tests zur Bestimmung der chronischen ToxitSt werden die Adulten z.B. fur 
48 Stunden in Schalen gesetzt, die die betreffende Verbindung enthalten, dana in 
15 einem sauberen Behalter transferiert und die Fruchtbarkeit der Tiere bzw. die Menge 
der Aktivitat eines bestimmten Enzyms oder das Absterben der Insekten beobachtet. 

Die folgenden Beispiele zeigen, dass die ACCase iiberraschenderweise ein essen- 
tielles Enzym in Insekten ist, und zeigen auBerdem, dass das Enzym ein geeignetes 

20 Zielprotein fiir die Identifizierung von Insektiziden ist, in Veifahren zum 
Identifizieren von insektizid wirksamen Verbindungen verwendet werden kaim und 
dass die in entsprechenden Verfahren identifizierten Modulatoren der ACCase als 
Insektizide verwendet werden konnen. Um die Verwendung der ACCase zu 
ermoglichen, wird beispielhaft die Gewimiung dieses Enzyms aus Myzus persicae 

25 beschrieben und schlieBlich die Anwendbarkeit der vorliegenden Erfindung fur die 
Suche nach insektizid wirksamen Verbindungen demonstriert. 
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Beispiele 

Beispiel 1: Herstellung einer ACCase Enyzsntnpraparation aus Myzus persicae 

5 Larven oder Adulte von Myzus persicae werden gewogen \md init der dreifachen 
Menge an Extraktionspuffer im Morser homgenisiert. AnschUeflend wird der Extrakt 
zweimal je 10 min mit 10 000 g zentrifugiert. Der Uberstand enfliait die ACCase und 
wird fiir den Enzymtest zum Identifizieren von Inhibitoren verwendet. 

10 Als ExtrationspufFer wird bevorzugt der folgende Puffer verwendet: 0,25 M Sucrose, 
15 mM Tris/HCl pH 7,4, 4 mM EDTA, 10 mM KaUumcitrat (alle ChemikaUen von 
Sigma, St. Louis). 

Beispiel 2: Verfahren zum Auffinden von Modulatoren 

15 

Die ACCase Enzympraparation wurde zur Auffindung von Modulatoren der ACCase 
in einem biochemischen Test wie folgt verwendet: Zunachst wurde ein Aliquot der 
Enzympraparation aus Beispiel 1 mit dem ReaktionspufFer und dem radioaktiv 
markierten Substrat gemischt imd inkubiert. Zum Nachweis des Einbaus von CO2 

20 wurde rauchende HCl zupipettiert, ein Aliquot des Reaktiohsansatzes auf Watman- 
Filteipapier aufgetropft xmd getrocknet. Das getrocknete Filterpapier wurde mit 
Szintillationsflussigkeit in Szintillationsrohrchen uberfiUut. Die Messung erfolgte in 
einem Szintillationszahler (Beckman Instruments, FuUerton, USA). Zum Screening 
auf Modulatoren wurden die zu testenden Verbindungen in DMSO gelost und vor 

25 dem ersten Inkubationsschritt zusammen mit der Enzympraparation zum Reaktions- 
ansatz hinzugegeben. Die Wirkung der Modulatoren wurde im Vergleich zur 
ACCase Aktivitat in einem Reaktionsansatz mit Losungsmittel aber ohne Modulator 
bestimmt. Abbildung 2a zeigt die Hemmung der ACCase aus Myzus persicae bei 
unterschiedlichen Wirkstoff-Konzentrationen. Abbildung 2b zeigt die Hemmung der 

30 Myzus persicae ACCase durch unterschiedliche Wirkstofife. 
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Als Reaktionspuffer wurde 50 mM Tris/HCl pH 7,4, 15 mM MgCla, 2,5 mM ATP, 
1 p.g/(il Rinderserumalbiuiiiii, 10 iiiMKaliumcitrat, 84 mM Natriiiinbicarbonat (alles 
von Sigma, St. Louis) verwendet. 

Als radioaktiv markiettes Substrat wurde 4 mM ^"^C Natriumbicarbonat verwendet. 

5 

Beispiel 3: 

Messung der ACCase-AktivitMt zum Auffinden von Inhibitoren der ACCase 

Einen Teilschritt der durch ACCase katalysierten Reaktion steUt die Fixierung der 
10 Carbonatgruppe an den Co-Faktor Biotin dar. Diese Fixierung geschieht unter ATP- 
Spaltung: ACCase-Biotin + HCO3' + ATP -> ACCase-Biotin-C02" + ADP + Pi. Fur 
die Bestimmung der ACCase-Aktivitat wird das freiwerdende Phosphat mit dem 
kommerziell erhaltlichen Malachitgriin-Reagenz nachgewiesen. Da es sich somit um 
einen generellen (unspezifischen) Phosphatnachweis handelt, mussen alle ver- 
15 wendeten Materialien und Reagenzien frei von Phosphat sein. Die ACCase mnJJ fiir 
die Nachweisreaktion von anderen ATP-spaltenden Enzymen abgetrennt werden. 

(a) Praparation der ACCase 

20 Ganze Insekten oder aus diesen gewonnene Gewebe/Organe werden im 
Homogenisationspuffer (250 naM Sucrose, 50 mM Tris-HCl, pH 7,4, 2 mM EDTA, 
10 mM NaCitrat, Proteinaseinhibitoren-Mix (SIGMA P-8340)) zerkleinert (z.B. 
durch Zermorsem oder mittels eines Homogenisierstabs). Das homogenisierte 
Material wird dann zur Klarung abzentrifugiert. Der Uberstand, der die ACCase 

25 enthalt, wird danach mittels einer 4 PD-10 Saule (Pharmacia Corporation, Peapack, 
New Jersey, USA) mit dem Lau^uffer (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 
mM EDTA, 1 mM DTT, 0.02% NaNa, 10% Glycerol) fur die weiteren Schritte 
umgepuffert. Dann folgt eine Auftrennung des Rohextraktes fiber eine Sephacryl 
26/60 S-300 Saule Pharmacia Corporation, Peapack, New Jersey, USA) mittels 

30 EPLC (Pharmacia Corporation, Peapack, New Jersey, USA). Die geworaieneh 
Fraktionen werden wie xmter (b) beschrieben auf ihre ACCase-Aktivitat hin getestet 
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Die Fraktionen mit den hdchsten spezifischen ACCase-Akdvitaten wa-den vereinigt 
xmd stellen das Ausgangsmaterial fiir die imter (c) beschriebenen Inbibitor- 
Messimgen dar (im fblgenden als ACCase-Losung bezeichnet). 

5 (b) Aktivitatstest 

Ein Aliquot der unter (a) beschriebenen ACCase-Losung wird mit dem Reaktions- 
puffer (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 20 niM MgCl2, Img/ml Rinderserumalbumin, 
20 mM NaCitrat, 5 mM NaHCOs, 1 mM ATP, 200ixM AcetyUCoA) vemiischt und 
10 bei physiologischen Temperaturen (24°C bis 37°C) inkubiert. Nach Ablauf der 

• • « ■ 

gewiinschten Reaktionszeit werden 2 Vol des Farbereagenzes (BiomolGreen (Biomol 
Research Laboratories Inc., Plymouth Meeting, PA, USA), angesetzt wie vom 
Hersteller beschrieben) hinzugefugt und wie vom Hersteller beschrieben bis zur 
Auspragung der Nachweisreaktion weiter inkubiert. Zur Bestimmung der imspezi- 
15 fischen Hintergmndaktivitat werden Reaktionsansatze bei Abwesenheit des Sub- 
strates Acetyl-CoA mitgemessen und bei der Berechnung der spezifischen ACCase- 
Aktivitat entsprechend abgezogen. 

(c) Verfahren zum Identifizieren von Inhibitoiren der ACCase 

20 

Zur Bestimmung der Hemmung der ACCase durch Testsubstanzen werden Aliquots 
der ACCase-Losvmg aus(a) mit dem Reaktionspuffer und den zu testenden 
tohibitoren vermischt und bei physiologischen Temperaturen (24**C bis 37^C) 
inkubiert. Nach der gewunschten Reaktionszeit erfolgt die Nachweisreaktion wie 
25 unter (b) beschrieben. Eine Kontrollmessung ohne Zugabe von Inhibitor wird parallel 
durchgefiihrt. Die Hemmung der ACCase berechnet sich dann im Vergleich zu dies^ 
Kontrolle. 

Bezugsquellen: alle CheuMkalien, wenn nicht besonders aufgefuhrt, sind von Sigma- 
30 Aldrich Co., St. Louis, USA. 
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Beispiel 4: Beeintrachtigung der Lipidneogenese durch Inhibitoren der ACCase 

Larven oder Adulte der Pfirsichblattlaus Myzus persicae wurden durch die Sachet- 
Methode (Nauen et al. 1996) fur zwei Tage mit Nahrldsungen mit und ohne einen der 
5 identifizierten Mhibitoren der ACCase gefuttert. 



Beispielhaft wurde in diesem Versuch die Verbindung der nachfolgenden Fonnel 

a-A) 




[4,5]dec-32-en-2-one bezeichnet werden kaim. 

Danach wurden die Tiere abgesammelt und mittels eines Morsers in organischem 
LSsungsmittel homogenisiert. Durch mehrfaches Ausschllttehi mit wasseriger 

15 Losung wurde die organische Phase von wasserldslichen Bestandteilen gereinigt und 
dann das Ldsungsmittel abgedampft. Das verbleibende Pellet wurde in wenig 
LSsungsmittel aufgenommen imd mittels Dimnschichtchromatographie (DC) 
aufgetrennt. Die aufgetrennten Lipide wurden mit Amidoschwarz angefarbt. In 
Lipide eingebautes ^"^C Acetat wurde mittels Autoradiographie nach 2-3 Tagen 

20 Expositionszeit nachgewiesen. Zur Quantifizierung des ^^C Einbaus in Lipide 
wurden nach der Farbung die entsprechenden Banden ausgekratzt, gelost und die 
Aktivitat im Szintillationszahler bestimmt. Abbildung la zeigt anhand eines 
aufgetrennten Lipidextraktes aus der Pfirsichblattlaus Myzus persicae den Lipid- 
Status nach Acetat-Futterung ohne (Spuren 1-3) imd mit dem Wirkstoff der Formel 

25 (I-A) (Spmren 4-6). Es sind keine signifikanten Unterschiede in Lipidkomposition 
und Lipidgehalt zu erkennen. Abbildung lb zeigt die Autoradiographie der selben 
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DC Platte. Wahrend in den Spuren 1-3 anhand der Schwarzung diejenigen Lipide 

erkennbar sind, in die in den KontroU-Blattlausen radioaktiv markiertes Acetat bei 

der de novo Synfliese eingebaut wurde, sind in den Wirkstoff-behandelten 

PfirsichblattlSusen keine markierten Lipide vorhanden. Somit hat keine de novo 

5 Lipid-Synfhese aus Acetat stattgefunden. Abbildung Ic zeigt schematisch noch 

einmal, wieviel Acetat bei Anwesenheit eines Inhibitors der ACCase (0.01 ppm bis 

100 ppm) noch bei der de novo Synthese im Vergleich zur Kontrolle ohne ACCase- 

Inhibitor eingebaut wurde, Es ist deutlich zu erkennen, dass bei zunehmender 

Konzenfration des InMbitors die de novo Lipid-Biosynt^^ 
10 " 

Als Laufinittel fur die DC Chromatographie wurde n-Hexan : Diethylether : Eisessig 
(60 : 45 : 1) verwendet. 
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Beschreibung der Abbildungen 
Abbildung la) 

Aufgetrennter Lipidextrakt aus der PfirsichblatUaus Myzus persicae nach Acetat- 
5 Futterung ohne (Spuren 1-3) und mit einem Inhibitor der ACCase (Spuren 4-6). Die 
aufgetrezmten Lipide wurden mittels Amidoschwarz angefSrbt. 

Abbildung lb) 

AutoradiograpMe dCT^m^ ^^(^AcetBt wurde 

10 mittels eines Images nach 2-3 Tagen Expositionszeit nachgewiesen. WShrend in den 
Spuren 1-3 anhand der Schwarzung diejenigen Lipide erkennbar sind, in die in den 
KontroU-Blattlausen radioaktiv taarkiertes Acetat bei der de novo Synthese eingebaut 
wurde, sind in den Wiikstoff-behandelten PjQrsichblattlausen keine markierten Lipide 
vorhanden. 

15 ' 
Abbildung Ic) 

Einbau von Acetat bei An- imd Abwesenheit von Inhibitoren der ACCase (0.01 
ppm bis 1 00 ppm) bei der de novo Synthese von Lipiden im Vergleich. 

20 Abbildung 2a) 

Hemrnpng der ACCase aus Myzus persicae bei unterschiedlichen Wirkstoff- 
Konzentrationen. Lsngm = Losungsmittel (KontroUe). Vbdg = Verbindung 
(Wirkstoff). 

25 AbbUdung 2b) 

Henunung der Myzus persicae ACCase durch unterschiedliche Wirkstoffe. Verbg = 
Verbindung. 



BNSDOCID: <WQ. 



.0248321A2_L> 



wo 02/48321 PCT/EPOl/14108 

-34- 



Abbilduug 3) 

Henimung der ACCase aus der Pfirsich-Blattlaus Myzus persicae durch zwei 
omterschiedliche Substanzen A und B. Die Abbildung zeigt die jeweilige ACCase- 
Aktivitat bei unterschiedlichen Inhibitor-Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle 
(Ansatz ohne Inhibitor, nicht gezeigt). 
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Patentanspriiche 



1 . NukleinsSxire umfassend eine Sequenz ausgewShlt aus 
5 (a) der Sequenz gemaB SEQ ID NO: 1 , 

(b) der Sequenz gemaB Accession Number AAF59156, 

(c) - zumindest 14 Basenpaare-langen Teilsequeiizen der--miter-(^^ 
10 dejBnierten Sequenzen, 

(d) Sequenzen, welche aus Insekten stammen oder von solchen abgeleitet 
sind und die bei einer Hybridisierungstemperatur von 37°C bis 50^C 
an die unter (a) und (b) definierten Sequenzen hybridisieren, 

15 

(e) Sequenzen, welche aus Insekten stammen oder von solchen abgeleitet 
sind und die eine zumindest 60 %ige Identitat zu den unter (a) und (b) 
definierten Sequenzen aufweisen, 

20 (f) Sequenzen, welche zu den unter (a) bis (e) definierten Sequenz 

komplementar sind und 

(g) Sequenzen, welche aufgrund d^ Degeneriertheit des genetischen 
Codes fiir dieselbe Aminosauresequenz kodieren wie die unter (a) bis 
25 (e) definierten Sequenzen. 

2. Vektor umfassend zumindest eine Nukleinsaure gemaB Anspruch 1 . 

3. Vektor nach Ansprach 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Nukleinsaure- 
30 molekiil fiinktionell mit regulatorischen Sequenzen verknupft ist, die die Ex- 
pression der NukleinsSure in pro- oder eukaryotischen Zellen gewShrleisten. 
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4. Wirtszelle enthaltend eine NukleinsSiire gemafi Anspruch 1 oder einen Vektor 
gemafi Anspruch 2 oder 3 . 

5. Wirtszelle gemSfi Anspruch 4, dadurch gekeixnzeichnet, dafi es sich um eine 
5 pro- Oder eukaryotische Zelle handelt 

6. Wirtszelle gemSB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die 
prokaryotische Zelle KcoU ist. 

10 7. Wirtszelle gemafi Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi die eukaryotische 

Zelle eine Sanger- oder Insektenzelle ist. 

8. Polypeptid rtiit einer Sequenz ausgewahlt aus 

15 a) der Sequenz nait der biologischen Aktivitat einer Acetyl-CoA Carboxylase 

isohert aus Myzm persicae^ 

b) der Sequenz gemSB SEQ ID NO: 2, 

20 c) der Sequenz kodiert von einer Nukleinsaure gemaB Accession Number 

. , AAF59156, 

d) Teilsequenzen der unter a) bis c) genannten Sequenzen, die noch die 
biologische Aktivitat einer Acetyl-Co A Carboxylase besitzen. 



25 



e) Sequenzen, welche aus Insekten stammen oder von solchen abgeleitet 
sind imd die eine zumindest 60 %ige Identitat mit den unter a) bis d) 
genamiten Sequenzen aufweisen. 
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Verfahrea zum Herstellen eines Polypeptids gemaB Anspruch 8, umfassend 

(a) das Kultivieren einer Wirtszelle gemaB einem der Anspriiche 4 bis 7 
unter Bedingungen, die die Expression einer Nukleinsaure gemaB An- 
sprach 1 gewahrleisten, und 

(b) die Gewinnung des Polypeptids aus der Zelle oder dem Kultur- 
me_dijum. . _____ ^ . _ 

Antikorper, welcher spezifisch mit einem Polypeptid gemaB Anspruch 8 
reagiert. 

Verwendung eines Polypeptids aus Insekten init der biologischen Aktivitat 
einer Acetyl-CoA Carboxylase zum Identifizieren von insektizid und/oder 
akarizid wirksamen Verbindungen. 

Verwendung gemaB Anspmch 11, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um 
Polypeptide gemaB Anspmch 8 handelt 

Verwendung von Nukleinsauren, die fiir Polypeptide aus Insekten mit der 
biologischen Aktivitat einer Acetyl-CoA Carboxylase kodieren, in Verfahren 
zum Identifizieren von Modulatoren dieser Polypeptide. 

Verwendung von Nukleinsauren, die fiir Polypq^tide aus Insekten mit der 
biologischen Aktivitat einer Acetyl-CoA Carboxylase kodieren, zum 
Identifizieren von Substanzen, welche die Expression der von ihnen kodierten 
Polypeptide verandem. 

Verwendung gemaB Anspmch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass es 
sich um Fragmente genomischer DNA oder um cDNA handelt. 
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16. Verfahren zum AufBnd^ einer chemischen Verbindimg, die an ein Poly- 
peptid aus Ihsekten mit der biologischen AktivitSt einer Acetyl-CoA 
Carboxylase bindet, nmfassend die folgenden Schritte: 

5 

(a) Inkontakfbiingen eines Polypetids aus Ihsekten mit der biologischen 
Aktivitat einer Acetyl-CoA Carboxylase oder einer Wirtszelle 
enthaltend ein solches Polypeptid mit einer chemischen Verbindung 
oder_emCTa Gemisch ygiL cheimschen Verbindungen unter Bedinr 

10 gungen, die die Interaktion einer dieser chemischen Verbindxmgen mit 

dem Polypeptid erlauben, und 

(b) Bestimmen der chemischen Verbindmig, die spezLfisch an das Poly- 
peptid bindet. 

« 

Verfahren zum Identifizieren von Substanzen, die die Aktivitat von Acetyl- 
CoA Carboxylase aus Insekten und/oder Akarina modulieren, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 man 



15 

17. 



20 a) die Testsubstanz unter solchen Bedingungen mit Acetyl-CoA 

Carboxylase in Kontakt bringt, die eine Interaktion der Testsubstanz 
mit der Acetyl-CoA Carboxylase gestatten, 

b) die erfolgte Interaktion der Testsubstanz detektiert, indem man die 
25 Fahigkeit der Acetyl-CoA Carboxylase zur Biotin-abhangigen Carb- 

oxylierung von Acetyl-CoA bestimmt, und 

c) die Fahigkeit der Acetyl-CoA Carboxylase zur Biotin-abhangigen 
Carboxylierung von Acetyl-CoA bei Anwesenheit der Testsubstanz 

30 mit ihrer Fahigkeit zur Biotin-abhangigen Carboxylierung von Acetyl- 

CoA bei Abwesenheit einer Testsubstanz vergleicht 
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18, Verfahren zum AufBnden einer Verbindung, welche die Expression von 
Polypeptiden aus Ihsekten mit der biologischen Aktivitat ein^ Acetyl-CoA 
Carboxylase verSndert, umfassend die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen einer Wirtszelle enthaltend eine fur ein Polypeptid 
aus Insekten mit der biologischen Aktivitat einer Acetyl-CoA 
Carboxylase kodierende Nukleinsaure mit einer chemischen Verbin- 

_ . dungjoder einem_G.emisch_yon_cherQischenXerbi^^ 

(b) . Bestimmen der Polypeptidkonzentration, und 



(c) Bestimmen der Verbindung, welche die Expression des Polypeptids 
1 5 spezifisch beeinflusst. 

1 9 . Verwendung von Verbindungen der Formel (J) 




0), 



20 worin 



Ar fiir substituiertes Aryl oder Hetaryl mit mindestens einem ortho- 
Substituenten steht, 

25 R fiir H Oder fiir Acyhreste steht, und 
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A mit den verknOpften C-Atomen einen gegebenenfalls substituierten 5- 
oder 6- gliedrigen Carbo- oder Heterocyclus bildet, wobei als 
Heteroatome beispielsweise N, O und/od©r S in Frage kommen, 

5 als Inhibitoren der Acetyl-CoA Carboxylase aus Insekten. 

21, Verwendung von Verbindungen der Formel (T) gemaB Ansprach 20 in 
Verfehren gemSB Anspruch 17 und 18. 

1 0 22. Modulatoren der Acetyl-CoA Carboxylase aus Insekten und/oder Akarina, die 

mittels eines Verfahrens gemaU Anspruch 16 oder 17 gefiinden werden. 

23. Insektizid iind/oder akarizid wirksame Substanzen, die mittels eines 
Verfahrens gemaB Anspruch 16 oder 17 gefiinden werden. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Bayer AG 

<120> Verwendung von Acetyl-CoA Carboxylase zum 

Identif izieren von insektiziden Wirkstoffen. 

<130> Le A 35 035 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<1'7 0> Patentin Ver. 2,1 . 

<210> 1 

<2il> 7047 ■ . 

<212> DNA 

<213> Drosophila melanogaster 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (7047) 

<400> 1 

atg ttg aag cgt cgc gcc age aag cgt ttc gta ctt gtt gag tec ggt 4 8 

Met Leu Lys Arg Arg Ala Ser Lys Arg Phe Val Leu Val Glu Ser Gly 

1 5 10 15 

gaa gat aat gcc aac ggc tec ggc teg gee teg ggc tct gge teg gga 96 
Glu Asp Asn Ala Asn Gly Ser Gly Ser Ala Ser Gly Ser Gly Ser Gly 

20 25 30 

tea gga gtg gga acg gcg gtt ata eee caa ttt gtg get gtg gat tge 144 
Ser Gly Val Gly Thr Ala Val lie Pro Gin Phe Val Ala Val Asp Cys 
35 40 45 

ggg cag aac gag age aac aac aac cat gtc ggc gag atg agt gcc age 192 
Gly Gin Asn . Glu Ser Asn Asn Asn His Val Gly Glu Met Ser Ala Ser 
50 55 60 

ate age aat cac aat age tec aac aac cag teg teg cea teg ctg etc 240 
lie Ser Asn His Asn Ser Ser Asn Asn Gin Ser Ser Pro Ser Leu Leu 
65 70 75 80 

agt gtg ccc gtg gtg gga ace etc aag ccg agt atg teg cgt gge aca 288 
Ser Val Pro Val Val Gly Thr Leu Lys Pro Ser Met Ser Arg Gly Thr 

85 90 95 

ggg ctg ggc cag gae egg cac cag gat cgc gac ttc cac ate gea acc 336 
Gly Leu Gly Gin Asp Arg His Gin Asp Arg Asp Phe His lie Ala Thr 

100 105 110 

acc gag gag ttc gtg aag cgc ttt gge gge acc cga gtg ate aac aag 384 
Thr Glu Glu Phe Val Lys Arg Phe Gly Gly Thr Arg Val lie Asn Lys 
115 120 125 

gtc ctg att gee aac aac ggt ate gcg gcc gtc aag tge atg cga tec 432 
Val Leu lie Ala Asn Asn Gly lie Ala Ala Val Lys Cys Met Arg Ser 
130 135 140 
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ate egg aga tgg gcg tac gaa atg ttt aag aac gag egg gee att agg 480 
lie Arg Arg Trp Ala Tyr Glu Met Phe Lys Asn Glu Arg Ala lie Arg 
145 150 155 160 

ttt gtg gtg atg gte act ccg gag gat eta aag gcg aat gee gaa tac 528 
Phe Val Val Met Val Thr Pro Glu Asp Leu Lys Ala Asn^Ala Glu Tyr 

165 170 175 

ate aag atg gcg gat eac tat gtg ecc gtg ecc ggc gga teg aac aac 57 6 
lie Lys Met Ala Asp His Tyr Val Pro Val Pro Gly Gly Ser Asn Asn 

180 . 185 190 

aac aac tac gee aat gtc gag etc ate gtg gac att get ett cge ace 624 
Asn Asn Tyr Ala Asn Val Glu Leu lie Val Asp lie Ala Leu Arg Thr 
195 200 205 

caa gtg eag gee gtg tgg get ggt tgg ggt eat gcc tec gag aac ccg 672 
Gin Val- Gin -Ala Val Trp Ala Gly Trp Gly His Ala- Ser Glu Asn Pro 
210 215 220 

aag ctg ccg gag ctg ett cac aaa gag ggt ctg gtg ttc ett ggc cet 720 
Lys Leu Pro Glu Leu Leu His Lys Glu Gly Leu Val Phe Leu Gly Pro 
225 230 235 240 

ccg gaa cgt gcc atg tgg gcg ctg ggc gac aag gtg gcc tec tet att 7 68 
Pro Glu Arg Ala Met Trp Ala Leu Gly Asp Lys Val Ala Ser Ser He 

245 250 255 

gtg gcc caa acg gcc gag att ecc acC ctg ccg tgg tec ggt teg gac 816 
Val Ala Gin Thr Ala Glu He Pro Thr Leu Pro Trp Ser Gly Ser Asp 

260 265 270 

ctg aag gcc cag tac agt ggc aaa aag ate aag att tec agt gag etc 864 
Leu Lys Ala Gin Tyr Ser Gly Lys Lys lie Lys He Ser Ser Glu Leu 
275 280 285 

ttc gcc cga ggt tgt gtg acc aat gtg gaa cag ggt ctg gcc gca gtt 912 
Phe Ala T^g Gly Cys Val Thr Asn Val Glu Gin Gly Leu Ala Ala Val 
290 295 300 

aac aag att ggc ttc ecc gta atg ate aag gcc teg gaa gga ggt ggt 960 
Asn Lys He Gly Phe Pro Val Met He Lys Ala Ser Glu Gly Gly Gly 
305 310 315 320 

ggc aag ggt att cge cge gtg gac acc act gag gag ttc ecc ggc ctg 1008 
Gly Lys Gly He Arg Arg Val Asp Thr Thr Glu Glu Phe Pro Gly Leu 

325 330 335 

ttc cge cag gtt caa get gag gtg ecc ggc tea ccg att ttc gtg atg 1056 
Phe Arg Gin Val Gin Ala Glu Val Pro Gly Ser Pro He Phe Val Met 

340 345 350 

aag ctg gcc cge gga get cge cac ttg gag gtg caa ctg ttg gca gat 1104 
Lys Leu Ala Arg Gly Ala Arg His Leu Glu Val Gin Leu Leu Ala Asp 
355 360 365 

cag tac ggc aat gcc att age ttg ttc ggc cgt gac tgc tec ate cag 1152 
Gin Tyr Gly Asn Ala He Ser Leu Phe Gly Arg Asp Cys Ser He Gin 
370 375 380 

cgt cgt cat cag aaa att att gag gaa get cet gcc ate gtg gcc cag 1200 
Arg Arg His Gin Lys He He Glu Glu Ala Pro Ala He Val Ala Gin 
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385 390 395 400 

cca gag gtg ttc gag gac atg gag aag gcc gcc gtg egg ttg gcc aag 124 8 
Pro Glu Val Phe Glu Asp Met Glu Lys Ala Ala Val Arg Leu Ala Lys 

405 410 415 

atg gtg ggt tac gtc age gcg gga acc gtg gag tac eta*' tat gat ccg 1296 
Met Val Gly Tyr Val Ser Ala Gly Thr Val Glu Tyr Leu Tyr Asp Pro 

420 425 430 

gag ggt cgc tac ttc ttc ctg gag ctg aac- cca cgt ttg cag gtg gag 1344 
Glu Gly Arg Tyr Phe Phe Leu Glu Leu Asn Pro Arg Leu Gin Val Glu 
435 440 445 

cat ccg tgt acg gag atg gtg gcc gat gta aat ctt cca get get cag 1392 
His Pro Cys Thr Glu Met Val Ala Asp Val Asn Leu Pro Ala Ala Gin 
450 455 460 

ctg cag att gga atg gga att cec ctt tac egg etc aag gae ate cgt 1440 
Leu Gin -lie Gly Met Gly lie Pro Leu Tyr Arg Leu Lys Asp lie Arg 
465 470 475 480 

ctg ctg tac gga gag tct cec tgg gge tec tea gtc att gac ttc gaa 1488 
Leu Leu Tyr Gly Glu Sex Pro Trp Gly Ser Ser Val lie Asp Phe Glu 

485 490 495 

aat cca ccg aac aaa ccg cgt cec tee gga cat gtt ate get get cgt 1536 
Asn Pro Pro Asn Lys Pro Arg Pro Ser Gly His Val lie Ala Ala Arg 

500 505 510 

ate acc tea gag aac ece gac gag gge ttt aag cec agt tct gga acc 1584 
lie Thr Ser Glu Asn Pro Asp Glu Gly Phe Lys Pro Ser Ser Gly Thr 
515 . 520 525 

gtt cag gag ctt aac ttc egg teg age aaa aat gtg tgg gge tac ttc 1632 
Val Gin Glu Leu Asn Phe Arg Ser Ser Lys Asn Val Trp Gly Tyr Phe 
530 535 540 

agt gtg get gee agt gga gga ttg cac gag ttc gcg gat tea cag ttt 1680 
Ser Val Ala Ala Ser Gly Gly Leu His Glu Phe Ala Asp Ser Gin Phe 
545 550 555 560 

ggg eat tgt ttc tec tgg gge gag aac cgt caa cag get cga gag aac 1728 
Gly His Cys Phe Ser Trp Gly Glu Asn Arg Gin Gin Ala Arg Glu Asn 

565 570 575 

ctg gtg att gee ctg aag gag ctg tea att cga ggt gat ttc cga acc 1776 
Leu Val lie Ala Leu Lys Glu Leu Ser lie Arg Gly Asp Phe Arg Thr 

'580 585 590 

aca gtg gaa tac ttg ate act ctg etc gaa acg aat egg ttc etc gac 1824 
Thr Val Glu Tyr Leu lie Thr Leu Leu Glu Thr Asn Arg Phe Leu Asp 
595 600 605 

aac age ate gac acc gcc tgg eta gat gcc ttg ate gca gag cgt gtg 1872 
Asn Ser lie Asp Thr Ala Trp Leu Asp Ala Leu lie Ala Glu Arg Val 
610 615 620 

caa tec gag aag ccg gat ate ctg ttg gge gta atg tgc gga teg ctg 1920- 
Gln Ser Glu Lys Pro Asp lie Leu Leu Gly Val Met Cys Gly Ser Leu 
625 630 635 . 640 
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cac ate gca gat cgt caa att act gag age ttt tec age ttc caa ace 1968 
His lie Ala Asp Arg Gin lie Thr Glu Ser Phe Ser Ser Phe Gin Thr 

645 650 655 

tct ctg gag aaa ggt cag ate eaa gca gcg aac aeg ctg acg aac gtg 2016 
Ser Leu Glu Lys Gly Gin lie Gin Ala Ala Asn Thr Leu jThr Asn Val 

660 665 "670 

gtg gat gtt gag eta ate aac gat ggc ate cgt tac aag gtg cag gcc 2064 
Val Asp Val Glu Leu lie Asn Asp Gly lie Arg Tyr Lys Val Gin Ala 
675 680 685 

gcc aag age gga gcc aac teg tac ttc ctg ctg atg aac age teg ttt 2112 
Ala Lys Ser Gly Ala Asn Ser Tyr Phe Leu Leu Met Asn Ser Ser Phe 
690 695 700 

aag gag ate gag gtg cac cge etc tec gae gga ggc ttg etc ate tct 2160 
Lys Glu lie Glu Val His Arg- Leu -Ser Asp Gly Gly- Leu Leu lie Ser 
705 710 715 ' 720 . 

ttg gag ggc gee tec tac ace aeg tac atg aag gag gag gtg gat cgc 2208 
Leu Glu Gly Ala Ser Tyr Thr Thr Tyr Met Lys Glu Glu Val Asp Arg 

725 730 • 735 

tac cge att gtg att ggc aac cag aca tgt gtc ttt gaa aag gag aac 2256 
Tyr Arg lie Val lie Gly Asn Gin Thr Cys Val Phe Glu Lys Glu Asn 

740 745 750 

gat eca teg ctg ttg cge agt ccg tct"* gcg gga aag etc ate aac atg 2304 
Asp Pro Ser Leu Leu Arg Ser Pro Ser Ala Gly Lys Leu lie Asn Met 
755 760 765 

att gtg gaa gat ggc get cat gta age aag ggc cag gcc tat get gag 2352 
lie Val Glu Asp Gly Ala His Val Ser Lys Gly Gin Ala Tyr Ala Glu 
770 775 780 

att gag gtg atg aag atg gtg atg ace ctg acg tec cag gag gca ggc 2400 
lie Glu Val Met Lys Met Val Met Thr Leu Thr Ser Gin Glu Ala Gly 
785 790 795 800 

aca gtg aca ttt gtg cgt cga cca gga get gtt eta gat gca gga tec 2448 
Thr Val Thr Phe Val Arg Arg Pro Gly Ala Val Leu Asp Ala Gly Ser 

805 810 815 

ctt ttg ggc cac ttg gag ctg gae gat cca teg ctg gtg acg aaa gcg 2496 
Leu Leu Gly His Leu Glu Leu Asp Asp Pro Ser Leu Val Thr Lys Ala 

820 825 830 

cag ccc ttc aag gga cag ttc ctg cag cca gag aac gca ccg gta ecc 2544 
Gin Pro Phe Lys Gly Gin Phe Leu Gin Pro Glu Asn Ala Pro Val Pro 
835 840 845 

gag aaa eta aac agg gtg cac aat act tac aag agt ate ctt gaa aac 2592 
Glu Lys Leu Asn Arg Val His Asn Thr Tyr Lys Ser lie Leu Glu Asn 
850 855 860 

aca ctg get ggt tac tgc ctg cca gaa ccg ttc aat gca cag cga etc 2640 
Thr Leu Ala Gly Tyr Cys Leu Pro Glu Pro Phe Asn Ala Gin Arg Leu 
865 870 875 880 

aga gae ate ate gaa aaa ttc atg caa age ttg cgt gat ccc teg ttg 2688 
Arg Asp lie lie Glu Lys Phe Met Gin Ser Leu Arg Asp Pro Ser Leu 
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885 890 895 

ccg ttg ttg gag ctg caa gaa gtt ate gcc tec ate tct ggt cgc ata 2736 
Pro Leu Leu Glu Leu Gin Glu Val lie Ala Ser lie Ser Gly Arg lie 

900 905 910 

ccc ata tec gtg gag aag aag ate egg aaa etg atg acg'^ctg tac gag 2784 
Pro lie Ser Val Glu Lys Lys lie Arg Lys Leu Met Thr Leu Tyr Glu 
915 920 925 

cga aac ata act agt gte ctg gcc eaa ttc ccc teg eag eag ate gee 2832 
Arg Asn lie Thr Ser Val Leu Ala Gin Phe Pro Ser Gin Gin lie Ala 
930 935 940 

agt gtt att gae age cat gcg gcc aeg ctg eag aag cgc get gac cgt 2880 
Ser Val lie Asp Ser His Ala Ala Thr Leu Gin Lys Arg Ala Asp Arg 
945 950 955 960 

gat gte ttc ttc ctg ace acc cag age att gtg cag ctg gtg eag cgc , 2928 
Asp Val -Phe Phe Leu Thr Thr Gin Ser lie Val Gin Leu Val Gin Arg 

965 970 975 

tat agg aac gga ate cgc ggc aga atg aag gee gee gtt cat gag etg 2976 
Tyr Arg Asn Gly lie Arg. Gly Arg Met Lys Ala Ala Val His Glu Leu 

980 985 990 

ttg cgt eag tac tae gat gta gag teg eag ttc cag tat gga eac tac 3024 
Leu Arg Gin Tyr Tyr Asp Val Glu Ser Gin Phe Gin Tyr Gly His Tyr 
995 1000 1005 

gac aaa tge gtg gga ctg gtg cga gag eac aac aag gac gac atg cag 3072 
Asp Lys Cys Val Gly Leu Val Arg Glu His Asn Lys Asp Asp Met Gin 
1010 1015 1020 

aeg gtg gte aac acc ate ttc teg cac tct eag gtg gcc aag aag aat 3120 
Thr Val Val Asn Thr lie Phe Ser His Ser Gin Val Ala Lys Lys Asn 
1025 1030 1035 1040 

ctg ctg gte act ctg etc att gat cac etg tgg gcc aac gaa cet gga 3168 
Leu Leu Val Thr Leu Leu lie Asp His Leu Trp Ala Asn Glu Pro Gly 

1045 1050 1055 

eta aeg gae gaa ttg gcc aac aeg eta agt gaa ttg acc tct ttg aat 3216 
Leu Thr Asp Glu Leu Ala Asn Thr Leu Ser Glu Leu Thr Ser Leu Asn 

1060 1065 1070 

cga get gag cac tct agg gtt gcc ctg egg tec cgc eaa gtt ctg ate 32 64 
Arg Ala Glu His Ser Arg Val Ala Leu Arg Ser Arg Gin Val Leu lie 
1075 1080 1085 

get gcc cac cag ccg get tat gag ctg cgc cac aac caa atg gag teg 3312 
Ala Ala His Gin Pro Ala Tyr Glu Leu Arg His Asn Gin Met Glu Ser 
1090 1095 1100 

ate ttt etc tec gcc gtt gae atg tae ggt cat gae ttc eac ccc gag 3360 
lie Phe Leu Ser Ala Val Asp Met Tyr Gly His Asp Phe His Pro Glu 
1105 1110 1115 1120 

aac ctg cag cgc ctg att ctg teg gag acc tea ate ttt gac ate ctg 3408* 
Asn Leu Gin Arg Leu lie Leu Ser Glu Thr Ser lie Phe Asp He Leu 

1125 1130 1135 
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cac gac ttc ttc tac cac tct aac egg gca gtg tgc aat get get ctg 3456 
His Asp Phe Phe Tyr His Ser Asn Arg Ala Val Cys Asn Ala Ala Leu 

1140 1145 1150 

gaa gtc tat gtg agg aga get tae aca tec tat gag ctg aec tge ttg 3504 
Glu Val Tyr Val Arg Arg Ala Tyr Thr Ser Tyr Glu Leu Thr Cys Leu 
1155 1160 1165'' • 

cag eat ttg gaa etc tec ggt gge etg ccg ctg gtg cac ttc eag ttc 3552 
Gin His Leu Glu Leu Ser Gly Gly Leu Pro Leu Val His Phe Gin Phe 
1170 1175 1180 

etc etc cce aca get cac ccg aac aga ctg ttc teg cgc atg tec tee 3600 
Leu Leu Pro Thr Ala His Pro Asn Arg Leu Phe Ser Arg Met Ser Ser 
1185 1190 1195 1200 

cce gat gga ttg gat cag gca gcg gca gag tet ttg gga aac tea ttc 3648 
Pro Asp Gly -Leu Asp Gin Ala Ala -Ala Glu Ser Leu -Gly Asn Ser Phe - 

1205 1210 1215 

gtg cgc ace gga gcg att gca gee ttt gae tec ttc gaa cac ttt gag 3696 
Val Arg Thr Gly Ala lie Ala Ala Phe Asp Ser Phe Glu His Phe Glu 

1220 1225 1230 

atg tae teg gac gag att ctg gat ctg etc gaa gac ttc gtc teg eca 3744 
Met Tyr Ser Asp Glu lie Leu Asp Leu Leu Glu Asp Phe Val Ser Pro 
1235 1240 1245 

gee atg gtt aat gee aag gtc etg ga*a* gee gta gag gca gcg gat tct 3792 
Ala Met Val Asn Ala Lys Val Leu Glu Ala Val Glu Ala Ala Asp Ser 
1250 1255 1260 

ate teg gac age cga cac age acc teg ate aat gtg teg ttg teg gat 3840 
lie Ser Asp Ser Arg His Ser Thr Ser lie Asn Val Ser Leu Ser Asp 
1265 1270 1275 1280 

ecc gta ace egg gcg aat get gee gag gag gee aag tec aec gaa ccg 3888 
Pro Val Thr Arg Ala Asn Ala Ala Glu Glu Ala Lys Ser Thr Glu Pro 

1285 1290 1295 

att cac att gtt agt gtg get gtg aga gaa acg ggg gag ttg gat gac 3936 
lie His lie Val Ser Val Ala Val Arg Glu Thr Gly Glu Leu Asp Asp 

1300 1305 1310 

etg caa atg gee caa ate ttt gga aat tat tgc caa gag cat aac gag 3984 
Leu Gin Met Ala Gin lie Phe Gly Asn Tyr Cys Gin Glu His Asn Glu 
1315 1320 1325 

gag etc ttc cag cga cgc att cgt agg att aca ttt get get etg aag 4032 
Glu Leu Phe Gin Arg Arg lie Arg Arg lie Thr Phe Ala Ala Leu Lys 
1330 1335 1340 

aag egg caa ttc cce aag ttc ttt acg ttc aga gee aga gat aag ttc 4 080 
Lys Arg Gin Phe Pro Lys Phe Phe Thr Phe Arg Ala Arg Asp Lys Phe 
1345 1350 1355 1360 

acg gag gat cgt att tac egg cat ctg gag eca gca tet get ttc eat 41-28 
Thr Glu Asp Arg lie Tyr Arg His Leu Glu Pro Ala Ser Ala Phe His- 

1365 1370 1375 

etg gag ctg aac cgc atg aag acg tac gat etg gag get ctg ecc acg 417 6 
Leu Glu Leu Asn Arg Met Lys Thr Tyr Asp Leu Glu Ala Leu Pro Thr 
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1380 1385 1390 

get aac caa aag atg cac ctg tac ctt ggc aag gcc aag gtt teg aaa 4224 
Ala Asn Gin Lys Met His Leu Tyr Leu Gly Lys Ala Lys Val Ser Lys 
1395 1400 1405 

ir 

ggt caa gag gtc acg gac tac cgc ttc ttc att cgc teg ate ate cgt 4272 
Gly Gin Glu Val Thr Asp Tyr Arg Phe Phe lie Arg Ser lie lie Arg 
1410 1415 1420 

cat teg gat ctg att acc aag gaa gcc tet ttc gag tat ctg caa aac 4320 
His Ser Asp Leu lie Thr Lys Glu Ala Ser Phe Glu Tyr Leu Gin Asn 
1425 1430 1435 1440 

gaa gga gag cgt gtg etc ctg gag gcc atg gat gag ctg gag gtg gca 4368 
Glu Gly Glu Arg Val Leu Leu Glu Ala Met Asp Glu Leu Glu Val Ala 

1445 1450 1455 

ttc teg cat cog cac gcc aaa cgc acg gac tgc aac cac ate ttc ctg . 4416 
Phe Ser His Pro His Ala Lys Arg Thr Asp Cys Asn His lie Phe Leu 

1460 1465 1470 

aac ttt gtg ccc acc gtc ate atg gat ccg get aag ate gag gaa tct 4 464 
Asn Phe Val Pro Thr Val lie Met Asp Pro Ala Lys lie Glu Glu Ser 
1475 1480 1485 

gta aca aag atg att atg cga tat ggt cea cgt ctt tgg aag ctg cgt 4512 
Val Thr Lys Met lie Met Arg Tyr Gly Pro Arg Leu Trp Lys Leu Arg 
1490 1495 1500 

gta ctg cag get gag etc aag atg gtc ate cgc cag tea cea cag tea 4 560 
Val Leu Gin Ala Glu Leu Lys Met Val lie hrg Gin Ser Pro Gin Ser 
1505 1510 1515 1520 

ccc act cag gca gtg cgt ctg tgc att gca aat gac tec ggc tac ttc 4 608 
Pro Thr Gin Ala Val Arg Leu Cys lie Ala Asn Asp Ser Gly Tyr Phe 

1525 1530 1535 

ctg gat att teg atg tat acc gaa caa aca gaa cea gag aca gga ate 4 656 
Leu Asp lie Ser Met Tyr Thr Glu Gin Thr Glu Pro Glu Thr Gly lie 

1540 1545 1550 

att aag ttt aag gcc tac ggt gag aag cag gga tct ctg cac gga cat 4704 
lie Lys Phe Lys Ala Tyr Gly Glu Lys Gin Gly Ser Leu His Gly His 
1555 1560 1565 

ccc att teg acg ccc tac atg acc aag gac ttc ctg cag cag aaa cgt 4752 
Pro lie Ser Thr Pro Tyr Met Thr Lys Asp Phe Leu Gin Gin Lys Arg 
1570 1575 1580 

ttc cag geg cag tec aat ggt acc acc tat gtc tat gat gtg ccc gac 4800 
Phe Gin Ala Gin Ser Asn Gly Thr Thr Tyr Val Tyr Asp Val Pro Asp 
1585 1590 1595 1600 

atg ttc cgc cag atg acc gag cgt cac tgg aga gaa ttc tec aag get 4848 
Met Phe Arg Gin Met Thr Glu Arg His Trp Arg Glu Phe Ser Lys Ala 

1605 1610 1615 



cgt ccc acc gtg gac att cgc act ccc gac aag att ttg ate gag tgc 
Arg Pro Thr Val Asp lie Arg Thr Pro Asp Lys lie Leu lie Glu Cys 

1620 1625 1630 



4896 



It 
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aag gag ctg gtc etc gag ggc gac aac ctt gta gag atg cag cgt ctg 494 4 
Lys Glu Leu Val Leu Glu Gly Asp Asn Leu Val Glu Met Gin Arg Leu 
1635 1640 1645 

ccc ggc gaa aac aat tgc ggc atg gtg get tgg cgc att gtc ttg get 4992 
Pro Gly Glu Asn Asn Cys Gly Met Val Ala Trp Arg Ile^Val Leu Ala 
1650 1655 1660 

act ccg gaa tat eeg aat ggc cgc gag ate att gtt ata gcc aac gat 5040 
Thr Pro Glu Tyr Pro Asn Gly Arg Glu lie lie Val lie Ala Asn Asp 
1665 1670 1675 1680 

etc acc tac ttg att ggt tee ttt gga att aag gag gac gtt etc ttt 5088 
Leu Thr Tyr Leu lie Gly Ser Phe Gly lie Lys Glu Asp Val Leu Phe 

1685 1690 1695 

gcc aag get tec caa ttg get cgc caa etc aaa gta eeg agg ata tac 5136 
Ala Lys Ala Ser Gin" Leu Ala Arg Gin Leu" Lys Val Pro Arg lie -Tyr 

1700 1705 1710 

ate tec gtt aac age ggt gcc cgc ata gga ctt get gag gag gtt aaa 5184 
lie Ser Val Asn Ser Gly Ala Arg He Gly Leu Ala Glu Glu Val Lys 
1715 1720 1725 

get atg ttc aag ate gca tgg gag gat cca gag gag cea gat aag ggc 5232 
Ala Met Phe Lys He Ala Trp Glu Asp Pro Glu Glu Pro Asp Lys Gly 
1730 1735 1740 

ttc aag tac etc tac ttg age acc g^^ gac tac gee cag gtg gee aac 5280 
Phe Lys Tyr Leu Tyr Leu Ser Thr Glu Asp Tyr Ala Gin Val Ala Asn 
1745 1750 1755 1760 

ctg aac teg gtg agg get ate ctg ate gag gac gag ggc gag cag cgt 5328 
Leu Asn Ser Val Arg Ala He Leu lie Glu Asp Glu Gly Glu Gin Arg 

1765 1770 1775 

tac aag att acc gac ate ate ggc aag gac gat ggt ctg ggc gtg gag 5376 
Tyr Lys He Thr Asp He He Gly Lys Asp Asp Gly Leu Gly Val Glu 

1780 1785 1790 

aat ctg cgt tac gcc ggc ttg att gee ggt gaa acg teg cag gcc tac 5424 
Asn Leu Arg Tyr Ala Gly Leu He Ala Gly Glu Thr Ser Gin Ala Tyr 
1795 1800 1805 

gag gag att gtt act ate get atg gtt acc tge cgt ace att ggc att 5472 
Glu Glu He Val Thr He Ala Met Val Thr Cys Arg Thr He Gly He 
1810 1815 1820 

gga tec tat gtg gtg cgc ctg ggt cag cgc gtt ate cag ate gat aat 5520 
Gly Ser Tyr Val Val Arg Leu Gly Gin Arg Val He Gin He Asp Asn 
1825 1830 1835 1840 

tea cac att ata etc act ggc tat get gcg ctt aac aag ctg ctt gga 5568 
Ser His He He Leu Thr Gly Tyr Ala Ala Leu Asn Lys Leu Leu Gly 

1845 1850 1855 

cgc aag gtg tat gee tet aat aat cag ttg ggt ggc aca cag ate atg 5616 
Arg Lys Val Tyr Ala Ser Asn Asn Gin Leu Gly Gly Thr Gin He Met 

1860 1865 1870 

ttt aac aac gga gtc ace cac aaa aca gag gee ate gac ttg gac ggt 56-64 
Phe Asn Asn Gly Val Thr His Lys Thr Glu Ala He Asp Leu Asp Gly 
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1875 1880 1885 

gtc tac acc ate etc gac tgg etc teg tac ate cce gcg tae ate ggt 5712 
Val Tyr Thr lie Leu Asp Trp Leu Ser Tyr lie Pro Ala Tyr lie Gly 
1890 1895 1900 

ir 

tgt gac etg cce att gtt ttg cec aae gat cgt ate gaa" cgc cct gtc 57 60 
Cys Asp Leu Pro lie Val Leu Pro Asn Asp Arg lie Glu Arg Pro Val 
1905 1910 1915 1920 

gac ttc atg cce ace aag teg cce tae gat ccg cge tgg atg etg ggt 5808 
Asp Phe Met Pro Thr Lys Ser Pro Tyr Asp Pro Arg Trp Met Leu Gly 

1925 1930 1935 

ggc cgt gtg aat cce gtg aae get aat gac tgg gag aac gga ttc ttt 5856 
Gly Arg Val Asn Pro Val Asn Ala Asn Asp Trp Glu Asn Gly Phe Phe 

1940 1945 1950 

gat cgc gac .teg tgg age gaa ate atg gee teg tgg gcc aag aca gtg . 5904 
Asp Arg -Asp Ser Trp Ser Glu lie Met Ala Ser Trp Ala Lys Thr Val 
1955 I960 1965 

gtc act ggt cge gea cgt eta ggc ggt gtc cce gtg ggc gta ata gcc 5952 
Val Thr Gly Arg Ala Arg. Leu Gly Gly Val Pro Val Gly Val lie Ala 
1970 1975 1980 

gtt gag ace cgc ace gta gaa gtg gag atg cce gcc gat cct gcc aat 6000 
Val Glu Thr Arg Thr Val Glu Val Glu Met Pro Ala Asp Pro Ala Asn 
1985 1990 1995 2000 

etc gat teg gaa gcc aag ace etg cag cag gea ggt eag gtg tgg tac 6048 
Leu Asp Ser Glu T^a Lys Thr Leu Gin Gin Ala Gly Gin Val Trp Tyr 

2005 2010 2015 

cce gac tec teg tae aaa aeg gea caa gcg ate aaa gat ttt gga ega 6096 
Pro Asp Ser Ser Tyr Lys Thr Ala Gin Ala He Lys Asp Phe Gly Arg 

2020 2025 2030 

gag gag ttg ccg etg att gtt ttc gea aat tgg ega ggc ttc tec ggt 6144 
Glu Glu Leu Pro Leu He Val Phe Ala Asn Trp Arg Gly Phe Ser Gly 
2035 2040 2045 

ggc atg aag gac atg tac gag caa ate gtc aag ttc gga gea tac att 6192 
Gly Met Lys Asp Met Tyr Glu Gin He Val Lys Phe G-ly Ala Tyr He 
2050 2055 2060 

gtc gac ggc etg egg gag tac aag aag cct gtg etc ate tac etg ccg 6240 
Val Asp Gly Leu Arg Glu Tyr Lys Lys Pro Val Leu He Tyr Leu Pro 
2065 2070 2075 2080 

cce aac gee gag etg ega ggt gga gee tgg gcc gtg ttg gat tec etc 6288 
Pro Asn Ala Glu Leu Arg Gly Gly Ala Trp Ala Val Leu Asp Ser Leu 

2085 2090 2095 

att aae ccg cge tae atg gaa aeg tat gee gat ccg gag gcc aga gga 6336 
He Asn Pro Arg Tyr Met Glu Thr Tyr Ala Asp Pro Glu Ala Arg Gly 

2100 2105 2110 

gga gtt etc gag ccg gag ggc att gtg gaa ata aag tae aaa gag aag 6384' 
Gly Val Leu Glu Pro Glu Gly He Val Glu He Lys Tyr Lys Glu Lys 
2115 2120 2125 
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gac ctg gtc aag acg att cac cgc t.tg gat ccg acc acc att gcg ctg 6432 
Asp Leu Val Lys Thr lie His Arg Leu Asp Pro Thr Thr lie Ala Leu 
2130 2135 2140 

aaa aag gag etc gat gag gca aat gcg tct ggc gac aag gtc agg get 64 80 
Lys Lys Glu Leu Asp Glu Ala Asn Ala Ser Gly Asp Lys ,Val Arg Ala 
2145 2150 2155 2160 

get cag gtg gac gaa aag ate aag gee cgc ate get gtg eta atg cac 6528 
Ala Gin Val Asp Glu Lys lie Lys Ala Arg lie Ala Val Leu Met His 

2165 * 2170 2175 

gtc tac cac acg gta gca gtt cac ttt gee gac ctg cac gac acg ccg 6576 
Val Tyr His Thr Val Ala Val His Phe Ala Asp Leu His Asp Thr Pro 

2180 2185 2190 

gag ega atg eta gag aag gag tgt ate agt gag att gtg cet tgg cgc 6624 
Glu Arg Met Leu Glu- Lys Glu Cys He Ser Glu He Val Pro Trp Arg 
2195 2200 2205 

gat tec cgc cgc tgg ctg tac tgg cgt ctg ega cgt etc ctg ttg gag 6672 
Asp Ser Arg Arg Trp Leu Tyr Trp Arg Leu Arg Arg Leu Leu Leu Glu 
2210 2215 2220 

gac gca tat att aag aag ate ctg cgc get cag gac aac etc tec gtg 6720 
Asp Ala Tyr He Lys Lys He Leu Arg Ala Gin Asp Asn Leu Ser Val 
2225 2230 2235 2240 

ggt cag gee aag cag atg ctg cgt cgia" tgg ctg gta gag gag aag ggt 67 68 
Gly Gin Ala Lys Gin Met Leu Arg Arg Trp Leu Val Glu Glu Lys Gly 

2245 2250 2255 

gcc aca gag get tat ctg tgg gac aaa aac gag gag atg gtg tct tgg 6816 
Ala Thr Glu Ala Tyr Leu Trp Asp Lys Asn Glu Glu Met Val Ser Trp 

2260 2265 2270 

tat gag gag cag ate aat gcc gaa tct att gtt tec cgc aac gtg aac 68 64 
Tyr Glu Glu Gin He Asn Ala Glu Ser He Val Ser Arg Asn Val Asn 
2275 2280 2285 

tec gtg aga egg gat gcc att att tct acc att teg aaa atg etc gag 6912 
Ser Val Arg Arg Asp Ala He He Ser Thr He Ser Lys Met Leu Glu 
2290 2295 2300 

gac tgt cec gac gta gcg ctg gac get gtt gtg ggt ett tgc caa ggt 6960 
Asp Cys Pro Asp Val Ala Leu Asp Ala Val Val Gly Leu Cys Gin Gly 
2305 2310 2315 2320 

ctg acg cea gtg aat ega ggc gtg gtc gta cgc aca tta gcc cag atg 7008 
Leu Thr Pro Val Asn Arg Gly Val Val Val Arg Thr Leu Ala Gin Met 

2325 2330 2335 

cag ctg aat gag gag acc tct aac age aac cag gga tga 7047 
Gin Leu Asn Glu Glu Thr Ser Asn Ser Asn Gin Gly 

2340 2345 

<210> 2 
<211> 2348 
<212> PRT 

<213> Drosophila melanogaster 
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<400> 2 

Met Leu Lys Arg Arg Ala Ser Lys Arg Phe Val Leu Val Glu Ser Gly 
15 10 15 

Glu Asp Asn Ala Asn Gly Ser Gly Ser Ala Ser Gly Ser Gly Ser Gly 

20 25 - 30 

Ser Gly Val Gly Thr Ala Val lie Pro Gin Phe Val Ala Val Asp Cys 
35 40 45 

Gly Gin Asn Glu Ser Asn Asn Asn His Val Gly Glu Met Ser Ala Ser 
50 55 60 

lie Ser Asn His Asn Ser Ser Asn Asn Gin Ser Ser Pro Ser Leu Leu 
65 .70 75 80 

Ser Val Pro Val Val Gly Thr Leu Lys Pro Ser Met Ser Arg Gly Thr 

. , . . _ 85 90 - 95 

Gly Leu .Gly Gin Asp Arg His Gin Asp Arg Asp Phe His lie Ala Thr 

100 105 110 

Thr Glu Glu Phe Val Lys Arg Phe Gly Gly Thr Arg Val lie Asn Lys 
115 _ 120 125 

Val Leu lie Ala Asn Asn Gly lie Ala Ala Val Lys Cys Met Arg Ser 
130 135 140 

lie Arg Arg Trp Ala Tyr Glu Met Ph^ Lys Asn Glu Arg Ala lie Arg 
145 150 155 160 

Phe Val Val Met Val Thr Pro Glu Asp Leu Lys Ala Asn TLLa Glu Tyr 

165 170 175 

lie Lys Met Ala Asp His Tyr Val Pro Val Pro Gly Gly Ser Asn Asn 

180 185 190 

Asn Asn Tyr Ala Asn Val Glu Leu lie Val Asp lie Ala Leu Arg Thr 
195 200 205 

Gin Val Gin Ala Val Trp Ala Gly Trp Gly His Ala Ser Glu Asn Pro 
210 215 220 

Lys Leu Pro Glu Leu Leu His Lys Glu Gly Leu Val Phe Leu Gly Pro 
225 230 235 240 

Pro Glu Arg Ala Met Trp Ala Leu Gly Asp Lys Val Ala Ser Ser lie 

245 250 255 

Val Ala Gin Thr Ala Glu lie Pro Thr Leu Pro Trp Ser Gly Ser Asp 

260 265 270 

Leu Lys Ala Gin Tyr Ser Gly Lys Lys lie Lys lie Ser Ser Glu Leu 
275 280 285 

Phe Ala Arg Gly Cys Val Thr Asn Val Glu Gin Gly Leu Ala Ala Val 
290 295 300 

Asn Lys lie Gly Phe Pro Val Met lie Lys Ala Ser Glu Gly Gly Gly 
305 310 315 320 

Gly Lys Gly lie Arg Arg Val Asp Thr Thr Glu Glu Phe Pro Gly Leu 
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325 330 335 

Phe Arg Gin Val Gin Ala Glu Val Pro Gly Ser Pro lie Phe Val Met 

340 345 350 

Lys Leu Ala Arg Gly Ala Arg His Leu Glu Val Gin Leu ^Leu Ala Asp 
355 360 365' 

Gin Tyr Gly Asn Ala lie Ser Leu Phe Gly Arg Asp Cys Ser lie Gin 
370 375 380 

Arg Arg His Glh Lys lie lie Glu Glu Ala Pro Ala lie Val Ala Gin 
385 390 395 400 

Pro Glu Val Phe Glu Asp Met Glu Lys Ala Ala Val Arg Leu Ala Lys 

405 410 415 

Met Val Gly Tyr Val -Ser Ala Gly Thr Val Glu T-yr Leu Tyr -Asp -Pro- 

420 425 430 

Glu Gly Arg Tyr Phe Phe Leu Glu Leu Asn Pro Arg Leu Gin Val Glu 
435 440 445 

His Pro Cys Thr Glu Met Val Ala Asp Val Asn Leu Pro Ala Ala Gin 
450 455 460 

Leu Gin lie Gly Met Gly lie Pro Leu Tyr Arg Leu Lys Asp lie Arg 
465 470 475 480 



Leu Leu Tyr Gly Glu Ser Pro Trp Gly Ser Ser Val lie Asp Phe Glu 

485 490 495 

Asn Pro Pro Asn Lys Pro Arg Pro Ser Gly His Val lie Ala Ala Arg 

500 505 510 

lie Thr Ser Glu Asn Pro Asp Glu Gly Phe Lys Pro Ser Ser Gly Thr 
515 520 525 

Val Gin Glu Leu Asn Phe Arg Ser Ser Lys Asn Val Trp Gly Tyr Phe 
530 535 540 

Ser Val Ala Ala Ser Gly Gly Leu His Glu Phe Ala Asp Ser Gin Phe 
545 550 555 560 

Gly His Cys Phe Ser Trp Gly Glu Asn Arg Gin Gin Ala Arg Glu Asn 

565 570 575 

Leu Val lie Ala Leu Lys Glu Leu Ser lie Arg Gly Asp Phe Arg Thr 

580 585 590 

Thr Val Glu Tyr Leu lie Thr Leu Leu Glu Thr Asn Arg Phe Leu Asp 
595 600 605 

Asn Ser lie Asp Thr Ala Trp Leu Asp Ala Leu lie Ala Glu Arg Val 
610 615 620 

Gin Ser Glu Lys Pro Asp lie Leu Leu Gly Val Met Cys Gly Ser Leu 
625 630 . _ 635 640 

His lie Ala Asp Arg Gin lie Thr Glu Ser Phe Ser Ser Phe Gin Thr 

645 650 655 
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Ser Leu Glu Lys 

660 



Val Asp Val Glu 
675 

Ala Lys Ser Gly 
690 

Lys Glu lie Glu 
705 

Leu Glu Gly Ala 



Tyr Arg lie Val 

740 

Asp Pro Ser Leu 
755 

lie Val Glu Asp 
770 

lie Glu Val Met 
785 

Thr Val Thr Phe 



Leu Leu Gly His 

820 

Gin Pro Phe Lys 
835 

Glu Lys Leu Asn 
850 

Thr Leu Ala Gly 
865 



Arg Asp lie lie 



Pro Leu Leu Glu 

900 

Pro lie Ser Val 
915 

Arg Asn He Thr 
930 

Ser Val He Asp 
945 

Asp Val Phe Phe 



Tyr Arg Asn Gly 

980 



Gly Gin He Gin 



Leu He Asn Asp 

680 

Ala Asn Ser Tyr 
695 

Val His Arg Leu 
710 



Ser Tyr Thr Thr 
725 

He Gly Asn Gin 



Leu Arg Ser Pro 

760 

Gly Ala His Val 
775 

Lys Met Val Met 
790 

Val Arg Arg Pro 
805 

Leu Glu Leu Asp 



Gly Gin Phe Leu 

840 

Arg Val His Asn 
855 



Tyr Cys Leu Pro 
870 



Glu Lys Phe Met 
885 

Leu Gin Glu Val 



Glu Lys Lys He 

920 

Ser Val Leu Ala 
935 

Ser His Ala Ala 
950 



Leu Thr Thr Gin 
965 



He Arg Gly Arg 



Ala Ala Asn Thr 
665 

Gly He Arg Tyr 



Phe Leu Leu Met 

700 

Ser Asp Gly Gly 
715 

Tyr Met Lys Glu 
730 

Thr Cys Val Phe 
745 

Ser Ala Gly Lys 



Ser Lys Gly Gin 

780 

Thr Leu Thr Ser 
795 

Gly Ala Val Leu 
810 

Asp Pro Ser Leu 
825 

Gin Pro Glu Asn 



Thr Tyr Lys Ser 

860 

Glu Pro Phe Asn 
875 

Gin Ser Leu Arg 
890 

He Ala Ser He 
905 



Arg Lys Leu Met 



Gin "Phe Pro Ser 

940 

Thr Leu Gin Lys 
955 

Ser He Val Gin 
970 

Met Lys Ala Ala 
985 



Leu Thr Asn Val 
670 

Lys Val Gin Ala 
685 

IT 

Asn' Ser Ser Phe 



Leu Leu He Ser 

720 

Glu Val Asp Arg 
735 



Glu Lys Glu Asn 
750 

Leu He Asn Met , 
765 

Ala Tyr Ala Glu 



Gin Glu Ala Gly 

800 

Asp Ala Gly Ser 
815 



Val Thr Lys Ala 
830 

Ala Pro Val Pro 
845 

He Leu Glu Asn 



Ala Gin Arg Leu 

880 

Asp Pro Ser Leu 
895 

Ser Gly Arg He 

910 . 

Thr Leu Tyr Glu 

925 

Gin Gin He Ala 



Arg Ala Asp Arg 

960 

Leu Val Gin Arg- 
975 

Val His Glu Leu 
990 



\ BNSDOCID: <WO 0248321A2_L> 



wo 02/48321 



-14- 



PCT/EPOl/14108 



Leu Arg Gin Tyr Tyr Asp Val Glu Ser Gin Phe Gin Tyr Gly His Tyr 
995 1000 1005 

Asp Lys Cys Val Gly Leu Val Arg Glu His Asn Lys Asp Asp Met Gin 
1010 1015 1020 

Thr Val Val Asn Thr lie Phe Ser His Ser Gin Val Ala Lys Lys Asn 
025 1030 1035 1040 

Leu Leu Val Thr Leu Leu lie Asp His Leu Trp Ala Asn Glu Pro Gly 

1045 1050 1055 

Leu Thr Asp Glu Leu Ala Asn Thr Leu Ser Glu Leu Thr Ser Leu Asn 

1060 1065 1070 

Arg Ala Glu His Ser Arg Val Ala Leu Arg Ser Arg Gin Val Leu lie 

-1-075- — - - - • -1080 - - - -1-08-5 , - - 

Ala Ala His Gin Pro Ala Tyr Glu Leu Arg His Asn Gin Met Glu Ser 
1090 . 1095 1100 

lie Phe Leu Ser Ala Val Asp Met Tyr Gly His Asp Phe His Pro Glu 
105 1110^ 1115 1120 

Asn Leu Gin Arg Leu lie Leu Ser Glu Thr Ser lie Phe Asp lie Leu 

1125 1130 1135 

His Asp Phe Phe Tyr His Ser Asn Ar'g*Ala Val Cys Asn Ala Ala Leu 

1140 1145 1150 

Glu Val Tyr Val Arg Arg Ala Tyr Thr Ser Tyr Glu Leu Thr Cys Leu 
1155 1160 1165 

Gin His Leu Glu Leu Ser Gly Gly Leu Pro Leu Val His Phe Gin Phe 
1170 1175 1180 . 

Leu Leu Pro Thr Ala His Pro Asn Arg Leu Phe Ser Arg Met Ser Ser 
185 1190 1195 1200 

Pro Asp Gly Leu Asp Gin Ala Ala Ala Glu Ser Leu Gly Asn Ser Phe 

1205 1210 1215 

Val Arg Thr Gly Ala lie Ala Ala Phe Asp Ser Phe Glu His Phe Glu 

1220 1225 1230 

Met Tyr Ser Asp Glu lie Leu Asp Leu Leu Glu Asp Phe Val Ser Pro 
1235 1240 1245 

Ala Met Val Asn Ala Lys Val Leu Glu Ala Val Glu Ala Ala Asp Ser 
1250 1255 1260 

lie Ser Asp Ser Arg His Ser Thr Ser lie Asn Val Ser Leu Ser Asp 
265 1270 1275 1280 

Pro Val Thr Arg Ala Asn Ala Ala Glu Glu Ala Lys Ser Thr Glu Pro 

1285 1290 1295 

lie His lie Val Ser Val Ala Val Arg Glu Thr Gly Glu Leu Asp Asp 

1300 1305 1310 

Leu Gin Met Ala Gin lie Phe Gly Asn Tyr Cys Gin Glu His Asn Glu 
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1315 1320 1325 

Glu Leu Phe Gin Arg Arg lie Arg Arg lie Thr Phe Ala Ala Leu Lys 
1330 1335 1340 

Lys Arg Gin Phe Pro Lys Phe Phe Thr Phe Arg Ala Arg^sp Lys Phe 
345 1350 1355 * 1360 

Thr Glu Asp Arg lie Tyr Arg His Leu Glu Pro Ala Ser Ala Phe His 

1365 1370 1375 

Leu Glu Leu Asn Arg Met Lys Thr Tyr Asp Leu Glu Ala Leu Pro Thr 

1380 1385 1390 

Ala Asn Gin Lys Met His Leu Tyr Leu Gly Lys Ala Lys Val Ser Lys 
1395 1400 1405 

Gly Gin Glu- Val Thr Asp Tyr~Arg Phe Phe lie Arg Ser lie He Arg 
1410 1415 1420 

His Ser Asp Leu lie Thr Lys Glu Ala Ser Phe Glu Tyr Leu Gin Asn 
425 1430 1435 1440 

Glu Gly Glu Arg Val Leu- Leu Glu Ala Met Asp Glu Leu Glu Val Ala 

1445 1450 1455 

Phe Ser His Pro His Ala Lys Arg Thr Asp Cys Asn His lie Phe Leu 

1460 1465 1470 

Asn Phe Val Pro Thr Val lie Met Asp Pro Ala Lys lie Glu Glu Ser 
1475 1480 1485 

Val Thr Lys Met lie Met Arg Tyr Gly Pro Arg Leu Trp Lys Leu Arg 
1490 1495 1500 

Val Leu Gin Ala Glu Leu Lys Met Val lie Arg Gin Ser Pro Gin Ser 
505 1510 1515 1520 

Pro Thr Gin Ala Val Arg Leu Cys lie Ala Asn Asp Ser Gly Tyr Phe 

1525 1530 1535 

Leu Asp lie Ser Met Tyr Thr Glu Gin Thr Glu Pro Glu Thr Gly lie 

1540 1545 1550 

lie Lys Phe Lys Ala Tyr Gly Glu Lys Gin Gly Ser Leu His Gly His 
1555 1560 1565 

Pro lie Ser Thr Pro Tyr Met Thr Lys Asp Phe Leu Gin Gin Lys Arg 
1570 1575 1580 

Phe Gin Ala Gin Ser Asn Gly Thr Thr Tyr Val Tyr Asp Val Pro Asp 
585 1590 1595 1600 

Met Phe Arg Gin Met Thr Glu Arg His Trp Arg Glu Phe Ser Lys Ala 

1605 1610 1615 

Arg Pro Thr Val Asp lie Arg Thr Pro Asp Lys lie Leu lie Glu Cys 

1620 1625 1630 

Lys Glu Leu Val Leu Glu Gly Asp Asn Leu Val Glu Met Gin Arg Leu 
1635 1640 1645 
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Pro Gly Glu Asn Asn Cys Gly Met Val Ala Trp Arg He Val Leu Ala 
1650 1655 1660 

Thr Pro Glu Tyr Pro Asn Gly Arg Glu He He Val He Ala Asn Asp 
665 1670 1675 1680 

Leu Thr Tyr Leu He Gly Ser Phe Gly He Lys Glu Asp Val Leu Phe 

1685 1690 1695 

Ala Lys Ala Ser Gin Leu TVla Arg Gin Leu Lys Val Pro Arg He Tyr 

1700 1705 1710 

He Ser Val Asn Ser Gly Ala Arg He Gly Leu Ala Glu Glu Val Lys 
1715 1720 1725 

Ala Met Phe Lys He Ala Trp Glu Asp Pro Glu Glu Pro Asp Lys Gly 
1730 • 1735 1740 

Phe Lys Tyr Leu Tyr Leu Ser Thr Glu Asp Tyr Ala Gin Val Ala Asn . 
745 1750 1755 1760 

Leu Asn Ser Val Arg Ala He Leu He Glu Asp Glu Gly Glu Gin Arg 

1765 1770 1775 

Tyr Lys He Thr Asp He He Gly Lys Asp Asp Gly Leu Gly Val Glu 

1780 1785 1790 

Asn Leu Arg Tyr Ala Gly Leu He Ala Gly Glu Thr Ser Gin Ala Tyr 
1795 1800 1805 

Glu Glu He Val Thr He Ala Met Val Thr Cys Arg Thr He Gly He 
1810 1815 1820 

Gly Ser Tyr Val Val Arg Leu Gly Gin Arg Val He Gin He Asp Asn 
825 1830 1835 1840 

Ser His He He Leu Thr Gly Tyr Ala Ala Leu Asn Lys Leu Leu Gly 

1845 1850 1855 

TVrg Lys Val Tyr Ala Ser Asn Asn Gin Leu Gly Gly Thr Gin He Met 

1860 1865 1870 

Phe Asn Asn Gly Val Thr His Lys Thr Glu Ala He Asp Leu Asp Gly 
1875 1880 1885 

Val Tyr Thr He Leu Asp Trp Leu Ser Tyr He Pro Ala Tyr He Gly 
1890 1895 1900 . 

Cys Asp Leu Pro He Val Leu Pro Asn Asp T^g He Glu Arg Pro Val 
905 1910 1915 1920 

Asp Phe Met Pro Thr Lys Ser Pro Tyr Asp Pro Arg Trp Met Leu Gly 

1925 1930 1935 

Gly Arg Val Asn Pro Val Asn Ala Asn Asp Trp Glu Asn Gly Phe Phe 

1940 1945 1950 

Asp Arg Asp Ser Trp Ser Glu He Met Ala Ser Trp Ala Lys Thr Val 
1955 1960 1965 

Val Thr Gly Arg Ala Arg Leu Gly Gly Val Pro Val Gly Val He Ala 
1970 1975 1980 
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Val Glu Thr Arg Thr Val Glu Val Glu Met Pro Ala Asp Pro Ala Asn 
985 1990 1995 2000 

Leu Asp Ser Glu Ala Lys Thr Leu Gin Gin Ala Gly Gin Val Trp Tyr 

2005 2010 / 2015 

Pro Asp Ser Ser Tyr Lys Thr Ala Gin Ala lie Lys Asp Phe Gly Arg 

2020 2025 2030 

Glu Glu Leu Pro Leu lie Val Phe Ala Asn Trp Arg Gly Phe Ser Gly 
2035 2040 2045 

Gly Met Lys Asp Met Tyr Glu Gin lie Val Lys Phe Gly Ala Tyr lie 
2050 2055 2060 

Val Asp Gly Leu Arg Glu Tyr Lys Lys Pro Val Leu lie Tyr Leu Pro 
065 2070 ■ " '2075 " ' 208'0' 

Pro Asn Ala Glu Leu Arg Gly Gly ALa. Trp Ala Val Leu Asp Ser Leu 

2085 2090 2095 

lie Asn Pro Arg Tyr Met Glu Thr Tyr Ala Asp Pro Glu Ala Arg Gly 

2100 - 2105 2110 

Gly Val Leu Glu Pro Glu Gly lie Val Glu lie Lys Tyr Lys Glu Lys 
2115 2120 2125 

Asp Leu Val Lys Thr lie His Arg Le'tT Asp Pro Thr Thr lie Ala Leu 
2130 2135 2140 

Lys Lys Glu Leu Asp Glu Ala Asn Ala Ser Gly Asp Lys Val Arg Ala 
145 2150 2155 2160 

Ala Gin Val Asp Glu Lys lie Lys Ala Arg lie Ala Val Leu Met His 

2165 2170 2175 

Val Tyr His Thr Val Ala Val His Phe Ala Asp Leu His Asp Thr Pro 

2180 2185 2190 

Glu Arg Met Leu Glu Lys Glu Cys lie Ser Glu lie Val Pro Trp Arg 
2195 2200 2205 

Asp Ser Arg Arg Trp Leu Tyr Trp Arg Leu Arg Arg Leu Leu Leu Glu 
2210 2215 2220 

Asp Ala Tyr lie Lys Lys lie Leu Arg Ala Gin Asp Asn Leu Ser Val 
225 2230 2235 2240 

Gly Gin Ala Lys Gin Met Leu Arg Arg Trp Leu Val Glu Glu Lys Gly 

2245 2250 2255 

Ala Thr Glu Ala Tyr Leu Trp' Asp Lys Asn Glu Glu Met Val Ser Trp 

2260 2265 2270 

Tyr Glu Glu Gin lie Asn Ala Glu Ser lie Val Ser Arg Asn Val Asn 
2275 2280 2285 

Ser Val Arg Arg Asp Ala lie lie Ser Thr lie Ser Lys Met Leu Glu 
2290 2295 2300 

Asp Cys Pro Asp Val Ala Leu Asp Ala Val Val Gly Leu Cys Gin Gly 
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305 2310 2315 2320 

Leu Thr Pro Val Asn Arg Gly Val Val Val Arg Thr Leu Ala Gin Met 

2325 2330 2335 

Gin Leu Asn Glu Glu Thr Ser Asn Ser Asn Gin Gly 

2340 2345 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Nukleinsauren, die fur Poly- 
peptide aus Insekten mit der biologischen Aktivitat von Acetyl-CoA Carboxy- 
lasen kodieren, die davon kodierten Polypeptide und deren Verwendung zum 
Identifizieren von neuen, insektizid wirksamen Verbindungen. Die Erfindung 
betrifft weiterhin Verfahren zum Auffinden von Modulatoren dieser Polypeptide 
sowie die Verwendung dieser Verbindungen als Inhibitoren der ACCase aus In- 
sekten. 
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see supplemental sheet 
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Claims: 20 (in full) and 22, 23 (in part 



Claim 20 is missing. 

The current Claims 22 and 23 relate to products characterized in each case 
by a desirable particularity or property, that is that they could be found by a 
method according to Claim 16 or 17. The claims therefore encompass all 
products that have this particularity or property, yet the application supports 
by the description (PCT Article 5) oiily a limited number^qf such products, 
etc. In the present case the claims lack the proper support and the application 
the requisite disclosure to such an extent that it appears impossible to carry 
out a meaningful search covering the the entire range of protection sought. 
Moreover, the claims also lack the clarity demanded (PCT Article 6) since 
they attempt to define the products in terms of the desired results. This 
defect too is such that it makes it impossible to carry out a meaningful 
search covering the entire range of protection sought. Therefore, the search 
was directed to the parts of the claims that appear clear, supported or 
disclosed in the above sense, that is the parts concerning the dicarbonyl 
compound of the formula given in Example 4. 

The applicant is advised that claims or parts of claims relating to inventions 
in respect of which iio international search report has been established need 
not be the subject of an international preliminary examination (PCT Rule 
66.1(e)). In its capacity as International Preliminary Examining Authority 
the EPO generally will not carry out a preliminary examination for subjects 
that have not been searched. This also applies to cases where the claims 
were amended after receipt of the international search report (PCT Article 
19) or where the applicant submits new claims in the course of the procedure 
under PCT Chapter U. 
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Recheichiarte aber nicht zum MindeslprQIstoff gehdrende Verofrentlichungen» soweit diese unter die recheichierten Gebiele faOen 


WShrend der tntemationalen Recheiche konsultlerte elektronische Datenbank (Name der Oatenbank und evil, veiwendete Suchbegriffe) 

EMBL, EPO-Internal , BIOSIS, GENSEQ 


C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


'Kategorie* 


-Bezeichnung der Verdffentlichung. soweit erforderfich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle ~ 


Betr. Ahspruch Nr. 


X 


DATABASE EMBL 'Online! 
28. Marz 2000 (2000-03-28) 
ADAMS, M.D. ET AL.: "Drosophila 
melanogaster genomic scaffold 
142000013386047 section 4 of 52, complete 
sequence" 

Database accession no. AE003839 
XP002201243 

-& DATABASE TREMBL 'Online! 

1. Mai 2000 (2000-05-01) 

ADAMS, M.D. ET AL. : "CG8723 protein" 

Database accession no. Q9V346 

XP002201244 




1-10 


X 


PR 2 784 859 A (BAYER AG) 
28. April 2000 (2000-04-28) 
Selte 1, Zeile 6-13 


/-- 




19,21-23 


1 Y 1 Weitere Verdffentlichungen sind der Foftsetzung von Feld C zu 
1 1 entnehmen 


|)( 1 Siehe Anhang PatentfamOie 




** Besondere Kategorien von angegebenen Ver6f1entlk;hungen 'T* Spatere Veroffenliichung. die nach dem intemalionalen Anmekledalum 

•A- VereffenlBchung. die den aligemeinen Stand der Technik definiert. ???Ii!2'"««l?2fS2?i"^ wonien tet und nrtit <ler 

aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen fst Anmeldung nichi kollidiert. sondem nur zum VerstSndnis des der 
•c- rk^i...^«»« ■ _ -. ■ . .1 . Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der Ihr zugrundeliegenden 
•E" fittefes DoKument. das jedoch erst am Oder nach dem intematlonalen Theorie angegeben isl o » 

Anmeldedatum verOffentlicht worden ist .x- VeroffentUchung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
*L' Verfiffentlichung, die geeignet ist. einen Priontdtsanspruch zweifelhan er- kann aflein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht ats neu oderauf 
scheinen zu lassen. oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer erTinderischer TSligkeit beruhend betrachtet warden 
SI?«rr'^L",!^fSSm fSS^^^ VerdffenlHchung beleg w^en .y. ver6«entlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
f in<Sf.hrtf ^" besonderen Grund angegeben ist (wie ^ann nfeht als auf erflnderlscher Tfitlgkeit beruhend betrachtet 
mr^ vr*!l2r J«[?i ^» i-w . . v/erden, wenn die Veroffentlichung mil eIner oder nnehreren anderen 
or Veroffentlichung. die steh auf eine mundliche Offenbarung. Ver5ffenllichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 

^ eJne Benutzung, eirie Aussleilung oder andere MaBnahmen bezieht dIese VertMndung fOr einen Fachmann naheliegendlst 
•P' Verdffentlichung, die vor dem mternationalen AnmeWedatum. aber nach w^««^,i^„„„ Mit^ii^H h««.<.ik*.« D«»««tf«»»m« i»i 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist * Verdffentlichung. die Mitglied derselben Patentfamille ist 


Datum des Abschlusses der intematlonalen Recherche 


Absendedatum des intematk>naien Recherchenberichts 


5 


. Jull 2002 


18/07/2002 




Name und Postanschrift der Intematkinalen Recherchenbeh5rde 

EuropSisches Patenlamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswi|k 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


BevoOmachligter Bediensleler 

ALCONADA RODRIG.. 


, A 



FoimbtBll PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Juli 1992) 



Selte 1 von 2 

BNSDOCID: <WO ^0248321A3 J > 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intc 



nales AMenzelchen 



PCT/EP 01/14108 



C^Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegorie^ 



Bezeichnung der Verdffentlichung. soweit erforcierlich unter Angabe der In Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



wo 97 36868 A (ERDELEN CHRISTOPH ;LIEB 
VOLKER (DE); SCHNEIDER UDO (DE); WIDDIG 
AR) 9. Oktober 1997 (1997-10-09) 
Seite 45; label le 1 
Selte 94, Ze11e 1-6 



19,21-23 



US 6 153 374 A (VAHLENSIECK HANS-FRIEDRICH 

ET AL) 28. November 2000 (2000-11-28) 
Spalte 5, Zeile 43 -Spalte 6, Zeile 25 
Spalte 6, Zeile 64 -Spalte 7, Zeile 27 

POPHAM HOLLY J R ET AL: "Effect of a 

hypolipidemic agent on the growth and 

development of the southwestern corn 

borer, Di atraea grandiosell a. " 

GOMPARATI VE -BIOGHEMI-STRY- AND--PHYSIOLOGY G 

PHARMACOLOGY TOXICOLOGY &, 

Bd. 115, Nr. 3, 1996, Seiten 247-249, 

XP001074765 

1996 

ISSN: 0742-8413 
in der Anmeldung erwahnt 
Abbildung 1 

US 6 114 540 A (FOKAS DEMOSTHENES ET AL) 
5. September 2000 (2000-09-05) 
Spalte 2, Zeile 1-18 

Spalte 15, Zeile 12 -Spalte 16, Zeile 12 



11-18 



11-18 



21 



Fomnblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von BJatt 2) (Jufi 1992) 



Seite 2 von 2 



BNSDOCID: <WO 



.0248321A3J > 



IIMTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



li<u<>.<ationales Aktenzeichen 

PCT/EP 01/14108 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen. die sich als nicht recherchieilDar eiwiesen haben (Fortsetzung von Punkl 2 auf Blatt 



GemaB Artikel I7(2)a) wurde aus folgenden Griinden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1. I I Anspruche Nr. 

wen sie sIch auf Gegenstdnde bezlehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpfltchtet ist. namlich 



>. Pn Anspruche Nr. 20 ( vol 1 Standi g) und 22,23 (teilwelse) 

well sie sich auf Teile der intemalionalen Anmeldung bezlehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsorechen 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt warden kann. namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



\. I I Anspruche Nr. 

well essich dabel um abh^lge Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Reget 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bennerkungen be! mangelnder Einheitltchkelt der Erfindung (Fortsetzung von Punkl 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, dal3 diese Iniemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthait 



1. rn Da der Anmelder alle erforderllchen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitlg entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' — ' intemationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2. I j recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeltsaufwand durchgefOhrt werden konnte der eine 
— zusatzllche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die BehGrde nicht zur Zahlung einer solchen GebQhr aufgefordert 



3. I I Da der Anmelder nur einlge der erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' — Internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fQr die GebOhren entrichtet worden sind. nSmlich auf die 
Anspruche Nr. 



4- Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 

chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwShnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Wkterspruch gezahlt. 

[ I Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 



BNSOOCID: <WO 



,0248321 A3_l_> 



Internationales Aktenzetchen PCT£ P 01 A 4 1 08 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1,2 

Anspruche Nr.: 20 (vollstandig) und 22,23 (teilwei'se) 



Patentanspruch 20 fehlt. 

Die geltenden Patent anspruche 22 und 23 bezlehen sich auf Produkte, 
jewel Is charakterlslert durch eine erstrebenswerte E1genhe1t oder 
Elgenschaft, nSmlich, dass sle mittels eines Verfahrens gemaB Anspruch 16 
Oder 17 gefunden werden konnen. Die Patentanspruche umfassen daher alle 
Produkte, die diese Eigenhelt oder Elgenschaft aufwelsen, wohlngegen die 
PatentanmeldungStutze durch die Beschreibungim Si nnev Art. 5" PCT nur 
fur eine begrenzte Zahl solcher Produkte etc. llefert, Im vorliegenden 
Fall fehlen den Patentanspruchen die entsprechende StQtze bzw. der 
Patentanmeldung die notige Offenbarung in einem solchen MaBe, daB eine 
sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich 
erscheint. Desungeachtet fehlt den Patentanspruchen auch die in Art. 6 
PCT geforderte Klarheit, nachdem in ihnen versucht wird, die Produkte 
uber das jewel Is erstrebte Ergebnis zu definieren. Auch di eser Mangel an 
Klarheit 1st dergestalt, daB er eine sinnvolle Recherche uber den 
gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich macht. Daher wurde die 
Recherche auf die Telle der Patentanspruche gerlchtet, welche im o.a. 
Sinne als klar, gestutzt oder offenbart erscheinen, namlich die Telle 
betreffend die Dicarbonyl verbindung mit der im Bel spiel 4 angegebenen 
Forme 1 . 

Der Anmelder wird darauf hingewlesen, daB Patentanspruche, oder Telle von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein Internatlonaler 
Recherchenberlcht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand elner 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Elgenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberlchtes geandert wurden (Art, 19 PCT), oder 
fiir den Fall, daB der Anmelder Im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 



BNSDOCID: <WO 



.0248321A3 I > 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



inter 



lies Akienzeichen 



PCT/EP 01/14108 



II II nBblldw[|C7imc7H%«lll 




uaiuFTi u6r 




Iviitgiied(er) der 




Datum der 


angefOhrtes Patentdoioiment 




Verfiflentlichung 




Patentfamilie 




Verdffentlich una 


FR 2784859 


A 


28-04-2000 


AU 


5268099 


A 


04-05-2000 








BR 


9905110 


A 


15-08-2000 








CN 


1252220 


A 


10-05-2000 








DE 


19939395 


Al 


27-04-2000 








FR 


2784859 


Al 


28-04-2000 








IT 


MI992188 


Al 


19-04-2001 








1D 




A 

M 


09-05— ZOOO 








NL 


1013258 


C2 


14-11-2000 








NL 


1013258 


Al 


26-04-2000 








TR 


9902611 


A2 


21-02-2001 








ZA 


9906662 


A 


23-10-2000 


WO 9736868 


A 


09-10-1997 


DE 


19649665 


Al 


09-10-1997 








AU 


725852 


62 


19-10-2000 








AU 


2290097 


A 


22-10-1997 








BR 


9708425 


A 


03-08-1999 






. _ - _ — 


CA 


2250417- 


-Al- 


- -09-10-1997 








CN 


1215390 


A 


28-04-1999 


- 






WO 


9736868 


Al 


09-10-1997 








EP 


0891330 


Al 


20-01-1999 








■ ID 




1 


Zu-Oo-2000 








TR 


9801990 


T2 


21-06-2000. 










Dl4Ujbo 


A 


31-10-2000 








us 


2001004629 


Al 


21-06-2001 


— — — 






us 


6388123 


Bl 


14-05-2002 


US 6153374 




A 


28-11-2000 


KEINE 






■ 


US 6114540 


A 


05-09-2000 




US 




6358750 


. 

Bl 


19-03-2002 








AU 




A 


on no 1 
29-03-1999 








CA 


2302650 


Al 


18-03-1999 








EP 


1125937 


A2 


22-08-2001 








EP 


1015430 


Al 


05-07-2000 








WO 


9912904 


Al 


18-03-1999 





Fonnblatt PCT/ISA/210 (Anhang PalentfamiUe)(Juli 1992) 



.0248321A3_I _> 



